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Klorlu hidrokarbonlar cinsinden tarim ilaglarinin gevresel dnemi, hedef digi
canlilar Gzerindeki toksisitelerinin yani sira, ekosistemlerde ¢ok uzun sure
kalma ve yayilabilme Ozelliklerinden gelir. Tez caligmasi kapsaminda bir tur
klorlu organik pestisit olan endosulfani biyolojik olarak pargalayabilen
mikroorganizmalar ve bunlarin uygun dreme kosullari arastirilmistir. Kaltar
zenginlestirme teknigi kullanilarak topraktan dg¢ farkli mikroorganizma susu
(Afipia Genosp, Sphingomonas yanoikuyae Q1 ve Methylobacterium
rhodesianum) izole edilmistir. Yapilan literatlr taramasinda tez ¢alismasinda
elde edilen mikroorganizmalarin endosulfani pargaladigina yonelik olarak
daha o6nce yapilmis bir calismaya ulasiilmamistir. Elde edilen suslarin
endosulfani biyolojik olarak parcalamasi icin uygun kosullar belirlenmistir.
GUn 1si@inin, pH’nin, ilave karbon kaynaginin endosulfanin biyolojik
parcalanmasi Uzerindeki Uzerindeki etkileri belirlenmigtir. 6 glin sonunda
karanlik ortamda calisan reaktorlerde a -endosulfan %56,8, B-endosulfan
%86,7, toplam (a+p )endosulfan %65,4 oraninda biyolojik pargalanma
hesaplanmigtir. Aydinlik ortamda calisilan reaktérlerde alfa endosulfan %
64,1, beta endosulfan % 100, toplam (o+f )endosulfan % 77,8 oraninda
biyolojik pargalanma hesaplanmistir. Karanlik ortamda yapilan caligmalar
sonucunda pH’In endosulfan giderimininde &énemli bir faktér oldugu
belirlenmistir. Endosulfan giderimi pH=6,4'te %65 iken pH=8,3’te endosulfan
giderimi %80 civarinda elde edilmistir. EK karbon kaynagi olarak glikozun

eklenmesi ile endosulfan giderimi %90 oldugu hesaplanmistir.

Calismanin son asamasinda kolon reaktdrde biyobariyer olusturarak
endosulfan giderimi arastirilmistir. Dolgu materyali olarak Manisa (Gordes)
dogal zeoliti kullanilmigtir. Calisma iki asamal sUrdUrGimustar. Birinci set

calismada, pH=6,5'te endosulfan ve mineral besi ile surekli besleme



yapilmigtir. ikinci kolon reaktorde ise pH=8,5’e yikseltiimis ve ek karbon
kaynagi glikoz eklenmistir. Deney sonucunda, birinci kolon icin 7,5 aylik sure
sonunda endosulfan giderimi %89 olurken, ikinci kolon reaktdrde 3,5 aylik
sire sonunda %99 endosulfan giderimi belirlenmistir. Ikinci grup
calismalarda, ilk grup calismalardan elde edilen sonuglardan yola ¢ikarak
ayni sartlar altinda pH=6,5 degerinde endosulfan ve mineral besi ile surekli
besleme yapilmigtir. Deney sonucunda, iki adet kolon reaktorde 4 aylik sure

sonunda %100 endosulfan giderim verimi elde edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Klorlu pestisit, endosulfan, biyolojik par¢alanma,

biyobariyer, dogal zeolit

Danigsman: Dog.Dr. Selim Latif SANIN, Hacettepe Universitesi, Cevre
Muhendisligi Anabilim Dall



THE USE OF BIOBARRIER FOR THE BIOLOGICAL DEGRADATION OF
ENDOSULFAN AND THE DETERMINATION OF MICROORGANISM
TYPES

Ayla Bilgin
ABSTRACT

The significance of chlorinated hydrocarbon type of pesticides, in addition to
their toxicitiy on irrelevant organisms, stems from the fact that they can
remain and spread in ecosystems for a long time. Within the scope of this
thesis, the biological degradation conditions of endosulfan chemical, which is
a chlorinated organic compound, has been researched. Three
microorganisms have been obtained from the soil by applying enrichment
culture technique (Afipia Genosp, Sphingomonas yanoikuyae Q1 and
Methylobacterium rhodesianum). In the literature study, no previous research
was found on the degradation of endosulfan by attained microorganisms in
the thesis study. The specification of microorganisms has been carried out
with  PCR technique. In order to determine the biological degradation
conditions of endosulfan and the types of the obtained microorganisms,
batch reactor experiments have been conducted. In the first phase of batch
reactor experiments, some studies were made in both light and dark

environment to designate the effect of light on endosulfan degradation.

After the end of six days, for the reactors working in dark environment, a-
endosulfan 56,8%, PB-endosulfan 86,7%, totally (a+@)endosulfan 65,4%
biological degradation rate has been calculated. For the reactors in light,
environment alfa endosulfan 64,1%, beta endosulfan 100%, totally
(a+B)endosulfan 77,8% biological degradation rate has been calculated. As
the result of experiments conducted in dark, at pH=6,4 the removal of
endosulfan is at the rate of 65% and at pH=8,3 the removal of endosulfan is
at the rate of 80%. As a result of studies made in dark environment it was

determined that pH was an important factor in the removal of endosulfan.



Glycose, as an additional carbon source, was supplemented and the rate of

endosulfan removal was calculated as 90%.

In the last phase of the research the removal of endosulfan has been
analyzed by forming biobarrier in column reactor. As filling material, Manisa
(Gordes) natural zeolite was used. Two sets of experiments have been
conducted in a column reactor. In the first set, a constant supply of
endosulfan at pH=6,5 and mineral nutrient has been provided. In the second
column reactor, the rate has been raised to pH=8,5 with 0,1N NaOH and
glycose was supplemented as additional carbon source. At the end of the
experiment, for the first column, after 7,5 months, the rate of endosulfan
removal is 89%; in the second reactor, the endosulfan removal rate was
found as 99% after 3,5 months. In the second set of studies, a constant
nurture of pH=6,5 endosulfan and mineral nutrient was supplied in the same
environmental conditions. As the result of the experiment, after a four months

period, 100% endosulfan removal was attained in two column reactors.

Keywords: Chlorinated pesticide, endosulfan, biological degradation,

biobarrier
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1. GIiRIS

Tarimsal Uretimde verim artigl icin ileri Uretim uygulamalarinin yani sira
urunlerin, hastalik ve zararlilardan korunmasi gerekmektedir. Tarim tranlerini
zararll bocekler, patojenler ve yabanci otlardan korumak i¢in yaygin olarak
pestisitlerden ve herbisitlerden yararlanilmaktadir. Pestisit kullanimi ile
onemli miktarda Uran artigi saglanmasina karsin, bu kimyasal maddelerin
artan miktarlarda kullanilmasi cevre ve insan sagligi Uzerinde olumsuz

etkilerin artisina neden olmaktadir.

Dunya’'da yuzlerce pestisit turintn kullanildigi bilinmektedir. Dinya Saglik
Orgiti’nin  yaptigi  siniflandirmada en ¢ok kullanilan 700 civarindaki
pestisitin 33’0 insan sagligina zararl, 48’i oldukca tehlikeli, 118i orta
derecede tehlikeli ve 139'u daha az tehlikeli grupta yer almaktadir. Dinya
pestisit tiketimi 2001 yilinda 3,2 milyon ton’a yukselmistir. Pestisit tiketiminin
%75’ gelismis Ulkelere aittir. Bu Ulkeler arasinda ABD, Bati Avrupa ve

Japonya ilk siralarda yer almaktadir (Barlas, 2007).

ABD’de 1960’l yillarda pestisit kullanimi ulusal bir konu olarak gorilmekte ve
Federal Entegre Pestisit Yonetimi ile koordine edilmekteydi. O zamanlarda
pestisit yonetimi konusunda dikkat edilen bir ka¢g nokta vardi. 1962 yilinda
Sessiz Baharin (Silent Spring) yayinlanmasi ile DDT, Dieldrin, Aldrin ve
Mirex gibi cevrede kaliciigl yuksek klorlu hidrokarbonlarin gevresel etkileri ile
ilgili toplumsal duyarlilik yiksek seviyelere gelmis ve 1980’lerde (Fitzner,
2002) HCH ve DDT ve lindanin kullaniminin yasaklanmasi ile sonuglanmistir
(Chen, 1990).

Pestisitlerin insan, ¢evre ve dogdal denge Uzerindeki olumsuz etkileri genel
olarak dogrudan ve dolayli olmak Uzere iki sekilde gortilmektedir. Pestisitler,
insanlarda deri, agiz ve solunum yoluyla alinmasi sonucu dogrudan
zehirlenmelere sebep olabilmektedir. insanlarin pestisitlerden dolayl olarak

etkilenmeleri ilaglarla bulagik besinleri tuketen hayvanlarin et, sut ve yumurta
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gibi Urdnlerinin tuketilmesi yoluyla olmaktadir. Bu durum diger canlilar icin de
gecerlidir. Besin zinciri yoluyla aktarilan ilag kalintilari, besin zincirinin sonunda
yuksek konsantrasyona ulasabilmekte ve 6zellikle yabani hayati dnemli dl¢ude
etkilemektedir. Bunlarin sonucunda dogal yagsam ortami bozulmakta, bazi tarler
yok olurken, bazi tirler de 6nemli zararlara ugramakta ve dogal denge
bozulmaktadir. Yodun ve/veya yanlig pestisit uygulamalari dogal dengeyi

bozmakta ve toprak, su ve hava kirliligine neden olmaktadir (DPT, 2007).

Cevremizde, ¢cogunlukla tarim alanlarinda olmak tzere 500’den fazla pestisit
formalasyonu kullaniimaktadir. Son 50 yilda, blyldyen dinya nuafusu ile
birlikte gida maddesi uretimi, Urunlerde kalite beklentisi ve pestisitlerin
kullanim miktari buylk oranda artti. Pestisit kullaniminin yayginlasmasi ile
birlikte, insanlari da iceren “hedefte olmayan” organizmalara olumsuz etkisi
de artmaya baglamistir. Hedefte olmayan organizmalar i¢in pestisit zehirliligi
balik olumleri, kuslarda uUreme bozukluklari, insanlarda cesitli hastaliklar
olarak tanimlanabilir (Rao vd., 1983; Estevez vd., 2008). Pestisitlerin % 1’den
daha azinin hedefte olmayan organizmalara ulastigi tahmin edilmektedir.
Pek cok pestisitin ekosistemde uzun siire kalabildigi bilinmektedir. Ornegin;
organoklorlu insektisitler kullaniimasi yasaklandiktan 20 yil sonra bile ylzey
suyunda hala bulunabilmektedir. Kalici bir pestisit besin zincirine girdigi
zaman c¢evrede yuksek konsantrasyonlara ulasabilmekte ve organizmalarin
vicudunda birikebilmektedir (Estevez vd, 2008).

DDT ve turevi olan klorlu hidrokarbon turt tarim ilaglarinin gevresel 6nemi,
ekosistemlerde ¢ok uzun slUre kalma ve yayilabilme &zelliklerinden
gelmektedir. Bu kimyasallarin kullanildiklari yerden c¢ok uzaklardaki
ekosistemlere tasindidi ve ekosferin ¢ok cesitli ekosistemlerinde etkinliklerini

surdurdukleri belirlenmisgtir.

Organoklorlu bilesikler; yari ugucu, suda dusik ¢dzunurlik yagda yuksek
¢ozunurlik, gida zincirinde biyolojik birikme kapasitesi, toksik ozellikler ve

uzak alanlara tasinma yeteneg@i gibi fiziksel ve kimyasal Ozellikleri ile
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karakterize edilir (Bozlaker, 2008; Cincinelli, 2009; Cindoruk, 2011).
Organoklorlu  bilesikler bu o6zelliklerinden dolayr farkhh  g¢evrelerde
Olculmektedir. Bu bilegiklerin birgogu yasaklanmis olmasina ragmen,
dinyada birgok yerde yuksek atmosferik seviyelerde hala var olduklari rapor
edilmektedir (Louie ve Sin, 2003; Sofuoglu vd., 2004; He ve
Balasubramanian, 2010; Zheng vd., 2010; Cindoruk, 2011). Kalici organik
kirletici sinifina giren klorlu pestisitler, dogal ortamlarda yillarca dayanikhlik
gosterip, besin zincirinde birikme 6zelligine sahiptirler ve kirlilik kaynagindan
¢ok uzak mesafelere tasinabilmektedirler. Birlesmis Milletler Programi
(UNEP)'in  belirledigi, “Kirli Duzine” olarak adlandirilan ve kimyasal
yapilarinda kaliciligi saglayan klor atomu tagiyan 12 kalici organik bilesik
arasinda, tarimda zararlilara kargi kullanilan (Aldrin, Dieldrin, Toksafen,
Mireks, Heptaklor, DDT, Klordan), bazi endustriyel bilesikler (PCB ve
Hekzaklorobenzen) ve sanayi yan udrunleri (Dioksinler ve Furanlar) yer
almaktadir (Cok, 2007).

Organoklorlu bilesikler grubunda yer alan endosulfan, ilk olarak 1954 yilinda
Frensch ve Goebel tarafindan sentez edildi. 1956 yilinda Hoechst AG
tarafindan Thiodan® ticari adi ile Avrupa pazarina girdi (Mackay ve Arnold,
2005). 2000 yihinda Birlesmis Milletlerde ev ve bahgelerde kullanimi
sinirlandirildi. 2002 yilinda ABD Balik ve Yaban Hayati Servisi, endosulfan
kayitlarini iptal edilmesini dnerdi (Jane, 2006). EPA, gida ve suda endosulfan
kalintilarinin  kabul edilemeyen riskler olusturdugunu belirlemigtir. EPA,
endosulfanin  Amerika pazarinda kalmasina izin verdi. Fakat Tarimsal
kullanimlarina sinirlamalar getirdi (EPA, 2002). 2007 yilinda Uluslararasi
calismalarla, endosulfan kullanimi ve ticareti kisittandi. Bu kararin, On
Bildirimli Kabul olarak Rotterdam Sdézlesmesi’ne eklenmesi tavsiye edildi
(UNEP, 2007) ve Avrupa Birligi, Kalici Organik Kirleticiler Stockholm
Sozlesmesi altinda, yasaklanmis kimyasallar listesinde yer almasi onerildi
(ENB, 2008). 2009 yilinda Stockholm Konferansi Kalici Organik Kirleticiler
Komitesi endosulfanin kalici bir kirletici olduguna karar verdi ve global
Olcekte yasaklanmasi gerektigini belirtti (SSC, 2009). 2010 yilinda Stockholm
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Konferansi Kalici Organik Kirleticiler Komitesi, Nisan 2011 yilinda
endosulfanin global dlgekte iptal edilecegini duyurdu (SCPOP, 2010). 2010
yili itibari ile 69 Ulkede endosulfan kullanimi yasaklandi. Fakat, hala
Hindistan gibi Ulkelerde kullaniimaktadir (PAN, 2010). 1954-2000 vyillari
arasinda endosulfanin kullanildigi Ulkelerdeki kullanim oranlari, Cizelge
1.1.de verilmektedir. Cizelge 1.1."den de goruldugu gibi endosulfani en fazla
kullanan Ulke Hindistan’dir. Endosulfan hala tarimda kullaniimaktadir. Cunku
topraktaki yarilanma suresi (60-800 gun) diger siklodien pestisitlerden kisadir
ve biyolojik olarak daha fazla parcalanabilmektedir (FAO, 2000).

Cizelge 1.1. 1954-2000 yillar1 arasinda 6 ulkede endosulfan kullanim oranlari

Li ve Li, 2004).

Ulke Kullanim (kiloton) | Y1l
Hindistan 113 1958-2002
ABD 26 1954-2002
Brazilya 23 1958-2002
Avusturalya 21 1958-2002
Sudan 19 1958-2002
Rusya 13 1958-1991
Toplam 215

Endosulfanin yillik global Gretimi 12,800 ton olarak hesaplanmistir. Hindistan
yillik 5400 ton/yil Gretim ile en blayUk paya sahiptir (Li ve Macdonald, 2005).
Cin’de yillik kullanim 1998-2004 slire zarfinda, ortalama 2800 ton/yil olarak
hesaplanmistir (Jia vd., 2009). Endosulfanin 1950-2000 yillari arasindaki
toplam kullanilan miktari 308,000 ton olarak hesaplanmistir (Li ve
Macdonald, 2005). Avrupa’da kullanimi (satis verilerine goére) 1995-1999
yillarini kapsayarak, 2028 ton/yi'dan (1995), 469 ton/yi'a (1999) - %54
oranda — dusmustir (Ayres ve Ayres, 2000). 1996-2004 yillarinda
endosulfanin global kullanimi, Sekil 1.1.’de gosterilmistir. Bu slre zarfinda,
endosulfanin kullanimi kuzey yarimkirede bir disus goOsterirken, gliney

yarimkirede ise bir artis gostermistir (Ornegin; Giiney Amerika, Avustralya).
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Ayni zamanda, 2000-2004 yillarinda, 12,450 ton’'un uzerinde kullanimi da
surdurmastur (Mackay ve Arnold, 2005).

14000
S 12000 -
§ 10000 -
P -
£ 8000
§ 6000 -
§ 4000 |
2 2000 -
0 -

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Yil

M Kuzey Yarikure H Guney Yarikire i Global Kullanim

Sekil 1.1. 1996-2004 yillar1 arasinda endosulfanin global kullanim miktarlari
(Mackay ve Arnold, 2005).

Ulkemizde en ®énemli sorunlarin basinda pestisit kullanimindaki artis ve
kontrolsliz satiglar gelmektedir. Sebze-meyvedeki ila¢ kalintisi ylUzinden
zaman zaman ihracatta iadelerle kargi karsiya kalan Turkiye, tarim ilaglarinin
kullanimini diinya standartlarina hentiz tasiyamamis durumdadir. Ozellikle
onemli bir pazarimiz olan AB’ne ihra¢ edilmekte olan Urinlerimizde bulunan
cesitli guvenlik sorunlari nedeni ile de ihracatimiz zaman zaman sekteye
ugramaktadir. Ornegin; 2003 yilinda AB’ye ihra¢ edilen gida ve yemlerden
202 parti standartlara uygun bulunmamistir. 2002 yilina gére bu sayida %43
artis yasanmistir. 2003 yilinda AB’ye ihrag edilen 54 parti bitkisel Griinden 23
tanesinde toksin; 22’sinde pestisit kalintisi neden olarak belirlenmistir. 2004
yili Ekim ayina kadar yapilan 73 parti ihracatta ise 32 toksin; 12 pestisit
kalintisi belirlenmigstir. AB Ulkelerinde Dialifos, Bromophos, Parathion-methyl
ve Nuarimol gibi tarim ilaglari insan sagligi acisindan riskli oldugu
gerekgesiyle yasaklanmis olmasina kargin yasaklanan bu ilaglarin halen
piyasada Turk ciftgisine rahatlikla satilmakta oldugu bilinmektedir. Yasaklilar

listesindeki endosulfanin Tuarkiye’deki yilhk tliketim miktari 150 bin litreyi

5


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V78-4XSK7RP-3&_user=691275&_coverDate=07%2F01%2F2010&_alid=1601026827&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5836&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=4315&_acct=C000038678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=691275&md5=b1762f282b8dfca55c66edfc594dd093&searchtype=a#bbib91
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V78-4XSK7RP-3&_user=691275&_coverDate=07%2F01%2F2010&_alid=1623829164&_rdoc=2&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5836&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=1205&_acct=C000038678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=691275&md5=09e528493e171108a1ad76b17324467f&searchtype=a#bbib91

bulmakta, yine sakincali bulunan Methamidophos da yilda 320 bin litre
tuketilmekte, ayni sekilde zararl olan Parathion-methyl 250 bin litrelik satis
rakamina ulagmakta, kullaniimaya devam edilen Acephate, Aldicarb,
Metalaxyl ve Parathion-methyl’in ruhsatlarinin AB’de iki yil dnce kaldirildigi
bilinmektedir (DPT, 2007).

Tarkiye'de, organoklorlu pestisitlerin zararli micadelesinde kullaniimasi 1945
yilinda baglamistir. Bu maddeler 1960 ve 1970’li yillarda énemli miktarlarda
kullanilmigtir. Zirai micadele kimyasallarinin kullanimi, 1983 yilindan itibaren
ciddi bicimde sinirlandinimigtir. Bu maddelerin yerine, organoklorlu pestisitler
ile ayni derecede Kkalicilik gostermeyen ve metabolitleri organoklorlu
pestisitterden daha az zehirli olan endosulfan tdrevleri kullaniimaya
baslanmigtir (COB, 2008). FAO (2006) kayitlarina goére, 2010 yilinda
yasaklanana kadar, endosulfan Turkiye’de pamuk tohumu, UGzum, lahana,
patates tlurleri ve findik Gretiminde kayitli olarak kullaniimakta idi. Fakat, hala
Tarkiye'de sucul yasamda, yuksek konsantrasyonlarda tespit edilmektedir
(Ayas vd., 2007). Turkiye'de endosulfan kalintilarinin varhgi degisik ¢evresel
ortamlarda ve gida maddelerinde belirlenmistir. Dogu Anadolu bdlgesi
(Atasoy, 2009), Akdeniz bdlgesi topraklarinda (Adana ydresi) (Turgut,
2010a), Ege kiyillarinda bulunan Dilek Milli Parki su ve sediman érneklerinde
(Turgut, 2010b), Konya ili'nde tiiketilen balik tiirlerinde (Kalyoncu, 2009),
Afyonkara Hisar iline ait kaymak ve tereyagi orneklerinde (Bulut, 2010)
endosulfan kalintilarina rastlanmigtir. Turkiye’de yaygin olarak bulunan
salyongoz turi Uzerinde vyapilan bir arastirmada dusuk dozlardaki
endosulfanin bu canli Uzerinde histopatolojik etkileri oldugu belirlenmistir
(Otludil, 2004). Ayrica insanlardan alinan doku 6rneklerinde de endosulfan
kalintisi belirlenmis (Cok, 2010) ve endosulfana bagh akut toksisite vakalari
da rapor edilmigtir (Durukan, 2009). Bu makaleler, endosulfanin yaygin
olarak c¢evremizde bulundugunu ve tasindigini gostermesi agisindan

onemlidir.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V74-4V69JCC-1&_user=691275&_coverDate=02%2F28%2F2009&_alid=1604579478&_rdoc=14&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_zone=rslt_list_item&_cdi=5832&_sort=r&_st=13&_docanchor=&view=c&_ct=298&_acct=C000038678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=691275&md5=1b9dfce2bb17c55db0059e693f1332f5&searchtype=a#bib3

Tuarkiye’ de tarimsal kimyasal Uretim incelendiginde bazi kimyasallarin tretim
ve/veya kullaniminin yillar igerisinde dalgalanmalar gosterdigi, bazilarinin ise
surekli arttigi, Cizelge 1.2’de gorulmektedir. Cizelge 1.2. incelendiginde,
insektisitlerin gerek Uretim miktari ve gerekse uretim degeri bakimindan tim
tarim ilaglarin icerisinde birinci sirada oldugu gorulmektedir. Bunu sirasiyla
fungisitler, herbisitler ve digerleri izlemektedir. insektisitlerin Gretim miktarlari
yillar itibariyla yaklasik 10.000-16.000 ton araliginda seyretmektedir.
Fungisitler yaklasik 7.500-12.000 ton, herbisitler ise 6.500-8.700 ton
araliklarinda Uretilmektedir. Burada dikkat ceken durum, insektisit, fungisit ve
herbisit Gretiminde yillara bagli olarak miktar bakimindan dalgali bir Gretim
seyri ortaya ¢ikmig olmasidir. Buna karsin, akarisit, fumigant ve bitki gelisim
dlzenleyicisi Uretimlerinde artis egilimi gézlenmektedir. Bu bilgiler isidinda
genel bir degerlendirme yapilacak olursa, Turkiye'de Uretilebilen aktif madde
sayisinda pek bir degisim olmadigi, Uretimin ihtiyaca ve ihracata bagli olarak
belirli bir aralikta vyillar itibariyle dedisim gosterdigi sodylenebilir. Ancak,
akarisit, fumigant ve bitki gelisim duzenleyicisi Uretimlerindeki artis, bu
maddelere olan talebin de arttigini gdstermektedir. Bitki koruma UrUtnleri’nin
Uretimininde, son yillarda 6rta alti yetistiriciligindeki artisa paralel olarak bir

yukselme oldugu sdylenebilir (Baspinar vd., 2009).

Cizelge 1.2. 2004-2008 yillar1 arasinda pestisit Gretim miktarlari (Baspinar

vd., 2009).

ilaglar Uretim | Uretim | Uretim | Uretim | Uretim

(2004) | (2005) | (2006) | (2007) | (2008)

Ton Ton Ton Ton Ton
insektisit 11.017,1 |13.425,8 | 15.901,9 (13.727,2 |10.342,0
Akarisit 389,5 800,3 814,4 1.237,2 | 1.401,6
Fumigant 250,1 356,2 675,4 220,3 1.695,9
Bitki Gelisim Duzenleyicisi | 228,5 683,5 635,9 680,2 798,9
Fungisit 8.176,2 | 9.562,7 | 12.031,1 | 7.464,9 | 8.110,8
Herbisit 6.418,8 | 8.793,0 | 8.763,0 | 7.591,2 | 8.745,0

Dinya’'da toplam pestisit Uretimi yilik 3 milyon ton civarindadir. Zirai
mucadele kimyasallarinin parasal degeri ise yaklasik 30 milyar €’dur (Delen,
2008). Turkiye'de, %47’si insektisit, %24’0 herbisit, %16’sI fungisit ve %13l

digerleri olan pestisit uretimi, yillik ortalama 33.000 ton preparat ve parasal



deger olarak 230-250 milyon dolardir (Turabi, 2007). Dunya pestisit
piyasasindaki payin %80’i gelismis ulkelerin iken Turkiye'nin payi %0.6°dir
(Kantarci, 2007; Oztiirk, 1997).

Bazi Ulkelerde kalici organik klorlu pestisitlerin kullaniminin sinirlandiriimasi
ve yasaklanmasina paralel olarak Turkiye'de de gerekli dnlemler alinmigtir.
Aldrin, dieldrin, heptaklor, DDT, klordan ve toxaphene kullanimi 1968
yilindan baslayarak sinirlandiriimistir.  Aldrin  ve heptaklorun topraga
uygulanmasi yasaklanirken, bu maddelerin tohumlara uygulanmasina izin
verilmistir. Bu yillarda, HCH’ye iliskin herhangi bir sinirlama getirilmemistir.
Ancak, bazi uygulamalardan sonra yabani otlar Uzerinde HCH, samanda
DDT kalintilarina rastlanmigtir. Tarim ve Koyisleri Bakanhgi tarafindan

yasaklanan pestisitler, Cizelge 1.3.’de 6zetlenmistir (COB, 2008).

Cizelge 1.3. Turkiye’de yasaklanmigs pestisitler (COB, 2008)

Pestisit Yasaklanma Tarihi
Dieldrin 1971

Aldrin 1979

Endrin 1979

Lindan 1979

Heptaklor 1979

Klordan 1979

E-Parathion 1979

2,45-T 1979

Leptephos 1979
Klordimeform 1979
Metilmerkury 1982

Arsenik bilesikleri 1982

Klorbenzilat 1982

DDT (Sinirlama 1978) 1985
BHC (Sinirlama 1978) 1985
Florodifen 1987

Klorpropilat 1987

Dinoseb 1988

Daminozid 1989

Toksofen 1989

Zineb 1991

Azinfos etil 1996

Artan, kuresel gida ihtiyacini karsilamak igin dretilen Urunleri korumak adina
zararllar ile devamli bir miucadale vardir. Kisi bagina dusen tarim alani

gecen 50 yil boyunca hizla azalmaktadir. Pestisitlerin farkli ortamdaki
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davranislari, bu maddelerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin yani sira, ¢evre
kosullarinin bir sonucu olarak ortaya ¢gikmaktadir. Pestisit kaderindeki bu ¢ok
boyutluluk, Sekil 1.2'de verilmektedir (James ve Collins, 2007).
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Sekil 1.2. Bir pestisit molekulinin topraktaki davranisi (Fernandez ve
Grimalt, 2003).

1940’larda DDT ile kullanima giren sentetik pestisitler, ilk yillarda yaygin
olarak sivrisinekler ile mucadele icin kullanilmistir. Baglangigta pestisit
kullanimi ile gida Uretiminde 6nemli artiglar meydana gelmistir. Ancak, yakin
dénemde kontrolsiiz kullanimin olumsuz yénleri ortaya ¢ikmistir. insektisit ve
herbisitlerin yaygin kullanimi ile pestisitlere direncli bdcek ve bitkiler

gelismektedir (Pepper vd, 2006).

GuUnumuzde, kullanilan pestisitlerin  blyuk c¢ogunlugu fiziko-kimyasal
Ozelliklerine  goére siniflandiriimaktadir.  Molekller  boyutlari, suda
¢oziunurltkleri, polarlasma 6zellikleri ve ucguculuklari anahtar o6zellikleridir.
Fakat bir veya iki 6zelligi baskin etkiye sahiptir. Pestisitler hedef bécege
gore, kullanilan bilesiklerin kimyasal yapisina gore ya da sagdlik tehlikesi tip

ve derecesine gore pek cok farkli yol ile siniflandirilabilir (Geavo vd, 2000).



Pestisitlerin toprakta kalicihgini

etkileyen faktorler,

Cizelge 1.4’de ve

kimyasal yapilarina gore pestisit gruplari, Sekil 1.3.’de verilmektedir.

Cizelge 1.4. Toprakta pestisitlerin kalicihgini etkileyen faktorler (Estevez vd.

e Yapisi, sikigtirma

e Organik madde ve humus
icerigi

e Toprak nemi, sizinti

e pH

e Mineral iyon icerigi

2008).
Pestisit Toprak/Alan iklim Uygulanan Metotlar
v" Kimyasal yapisi v' Konum ® Rizgar, ¢ Parsel boyutlari,
v" Uguculuk e Kot, egim, yon, cografik hava dizenleme
v Cozunurluk konum hareketi e Tekrar sayisl
v' Formilasyon e Bitki (turd, yogunlgu, e Sicaklik, « Ornekleme sikhigi
v Konsantrasyon dagilimi, alanin gegmisi) glnes e Ornek boyutu,
v" Uygulama e Fauna (turd, yodunlugu, radyasyonu sekli
¢ Metot dagihimi, alanin gegmisi) ® Yagmur, e Olgiim
e Zaman(yil ve ¢ Mikrobiyal populasyon bagil nem, degiskenleri igin
gun) (tird, yogunlugu, buharlasma | teknikler
o Sikhk dagilimi, alanin gegmisi)
o Miktar e Glbre, kire¢ ve yesil
glbre bitkisinin kullanimi
¢ Diger pestisit ve
kimyasallarin kullanimi
o Ciftcilik, ekme, drenaj,
sulama (tipi, derinligi,
miktari, zamanlama ve
sikhgr)
e Yakma, 6rnegin; Urln
kalintilarinin yanmasi
e Bitisik arsa (kusatmak,
alan sinirlari, su siniri)
e Kimyasallarin varligi
v' Toprak tipi
e Karigsimi 6zellikle kil
icerigi
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Pestisitler

lyonik lyonik Olmayan
. . . Klorlu Organo Dinitroanilidies Carbanilate
Katyonik Bazik Asidik Diger .
Hidrokarbonlar ~ Fosfatlar
. . Benefin Chlorprophan
Chlormequat Ametryne Dicamba Bromacil . ) )
. . . . DDT Dimethoate  Trifluralin Swep
Diquat Atrazine Loxynil Cacodylic . . .
. . Endrin Ethion Oryzalin Prrophan
Morfamquat Cyanazine Mecoprop asit i o
. Lindane Methyl Nitralin Barban
Paraquat Prometone  2,4,5-T Isocil . .
L X . Toxaphene parathion |Izopropalin
Metribuzin Dilorprob Terbasil . » .
. Methoxychlor Fenthion Dinitramine
Propazine Fenac MSMA )
MCPA DSMA Endosulfan Disolfoton MCPA
Simazine Heptaklor Diazinon
MCPA Dieldrin Dursban
Demeton
Benzonitril Esterler Asetamitler Carbothiotes Thiokarbamatlar Anilidler Ureler Metil
karbamatlar
i i CDAA Molinate
Dichlonenil 2,4 T izopropil ester Cycloate Alaklor Norea
Chloramben Metil ester Metham Propanil Cycluron Karbaril
Ferbam Diphenamide Linuron Dikromat
Nabam Propachlor ~ Buturon Terbutol
Butylate Solan Chloroxuron  Zectran
Diallate Diuron
Triallate Buturon
Siduron

Sekil 1.3. Pestisitlerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandiriimasi (Estevez
vd. 2008).
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Pestisitler topraga uygulandiktan sonra fotodegradasyona ugrayabilir,
havada tasinabilir ve bitki yapraklari tarafindan adsorbe edilebilir. Pestisitler
topraga girdigi zaman c¢esitli donisum formlarina maruz kalirlar. Basit
kimyasal prosesler 0Ornegin, hidrolize ugrayabilirler. En  6nemlisi
mikroorganizmalar tarafindan biyokimyasal reaksiyonlar ile doénusume
ugramasidir. Mikroorganizmalar maddeyi karbon kaynagi olarak kullanabilir
(metabolik pargalanma) veya asil karbon kaynagdi ile birlikte (kometabolik)
parcalayabilir (Richter vd., 1996).

Bazi kimyasal pestisitlerin yeraltisuyunda tasinimi digerlerinden daha
fazladir. Bu tasinimlar, ¢Ozunurlik, adsorpsiyon, kalicilk ve toprak
faktorleridir. Toprak, pestisitlerin tasinimi ve parcalanmasinda énemli bir
faktordur. Toprak karakteristigini; toprak yapisi, toprak permeabilitesi ve
toprak organik maddesi etkilemektedir (Waxman, 1998).
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2. YAYGIN KIiRLETICi OLARAK KLORLU PESTISITLER VE ARITIM
YONTEMLERI

Bu bolimde, klorlu pestisitlerin gevre ve insan sagligina etkileri ve tasinimlari

hakkinda bilgi verilmistir. Ayrica, c¢alismanin konusu olan endosulfan

kirleticisinin kimyasal yapisi, ¢cevresel etkileri, dogal cevredeki tasinim yollari,

biyolojik iyilestirme (bioremediation), biyobariyer ve biyofiim konusunda bilgi

verilmektedir.

Klorlu organik bilesikler, Birlesmis Milletler Cevre Koruma Ajansi tarafindan
oncelikli kirleticilerin en buyuk grubu olarak tanimlanmistir (Wackett, 1996).
Klorlanmis hidrokarbonlar genellikle sadece C-H ihtiva eden organik
maddelerde (alifatik veya aromatik) hidrojen iyonunun klor iyonu ile yer
degistirmesi sonucu elde edilir. Bu bilesiklerin faydali kullanimlarinin yani
sira gevreye olan olumsuz etkileri de gindemdedir. Klorlu bilesiklerin ¢evre
kirliligine sebep olmalarinin baslica iki nedeni vardir; oteki gruplara gore

daha ¢ok kullaniimaktadir ve dogal sartlara dayaniklidirlar.

Klorlu pestisitlerin icinde en uzun omdrlust DDT’dir. DDT’nin %95’inin
bozunmasi igin gegen zaman yaklagik 10 yildir. Bunu dieldrin, endrin, lindan,
klordan, heptaklor ve aldrin takip eder. Ancak aldrinin bile bozunma omru 2
yilin Ustindedir. DDT’nin bdcek oldurtict ézelliklerinin kesfi ile birlikte, bocek
kontrolinde buyuk bir bilimsel bagari olarak gorulmus ve yaygin kullanimina
neden olmustur. |l.Dinya savasli boyunca insan sagligini tehdit eden
boceklerin  kontrolinde; DDT kullaniminin yani sira, tarimsal bdcek
kontrolinde basarisi organoklorlu pestisitlerin gelisimini ve sentezini tesvik
etmistir. Savas boyunca vyaygin olarak kullanilmistir. Baslangigta bu
bilesiklerin canlilarda birikimi nedeni ile hedef olmayan organizmalarda

olusan olumsuz etkiler geg¢ fark edilmistir (Gindiz, 1998).

Organoklorlu pestisitlerin 5 temel grubu vardir: DDT ve turevleri,
hekzasiklohekzan (HCH), siklodienler, toxafen ve bununla ilgili bilesikler,

karisik kafes yapidaki bilesikler ve klordekandir. Bu gruplar kimyasal
13



yapilarina goredir. Grup karakterizasyonunu yapmak zordur. Toksik etkileri

olusur.

DDT ve onun turevierinde 10 tanesi dikofol (Kelthane®), DDD (TDE),
Bulan®, klorfenol (DMC), chlorobenzilate, chloropropylate, DFDT, ethylan
(Perthane®), methoxychlor, ve prolan ticari pestisitlerdir. Bu bilesiklerden
bazilari farkli ézelliklere sahiptir. Ornegin; metabolizmanin yavaglamasi ve
DDT’nin depolanmasi dikkat c¢ekidir. Metaboliti DDE’nin aksine hizli
metabolizma faaliyeti gostermekte ve metoksiklor depolanmasi ihmal

edilmektedir.

Hekzakloro hekzan (HCH) sekiz izomer icermektedir, y izomer lindan iyi
bilinen bir bilesigidir. DDT ve onun turevilerine benzer bir sekilde farkli

Ozellikler dikkat cekmektedir.

isodrin, dieldrin, endrin, telodrin, heptaklor, isobenzan, klordan ve endosulfan
icerenler siklodienler olarak tanimlanan bilesiklerdir. Bu grup ¢ok toksik
kirleticileri icermektedir. Pestisitlerden toksafen, kimyasallarin karisik bir
kompozisyonunu igcermektedir ve bu tlr pestisitlerin pek c¢ogu hala

tanimlanamamistir.

Organoklorlu pestisitlerin genel 6zelligi, yaglarda yuksek ¢dzunurlige sahip
olmalarnidir. Bu egilim n-oktanol/su dagilim katsayisi olarak ifade edilir.
Organoklurlu pestisitler bu 6zellikleri ile canlilarin yagd dokularinda birikim
g6zlenmistir. Dokulardaki kalintt miktari, gelismis Ulkelerde organoklorlu
pestisit kullaniminin engellenmesinden dolayi hizli bir sekilde azalmaktadir.
Ote yandan, pek cok gelismemis Ulkede hala bu problem devam etmektedir
(Lawrance, 2003).

Organoklorlu pestisitlerin 6zelliginden biri cevrede kalicihdidir. Kalicilik,
fiziksel cevrede ve organizmada yarilanma Omrindn uzunluguna baghdir.

Organoklorlularin kahcihgr; sicaklik, 1sik, pH, mikro fauna, makro fauna,
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toprak kolloidlerinin dogasi, toprak igerisindeki hava ve su akisi ve nem gibi
fiziksel 6zelliklere baghdir. Bir kismi da dogada bulunan mikroorganizmalarla

biyolojik olarak parcalanmaktadir (Lawrance, 2003).

2.1 Endosulfan

Endosulfan (6,7,8,9,10,10-hekzakloro-1,5,5a,6,9,9a-hekzahidro-6,9-metano-
2,3,4-benzo-dioxathiepin-3-oksit, CAS No. 115-29-7) meyve, sebze, tahil,
yagli tohumlar, bakliyat, ¢cay, kahve ve pamuk da dahil olmak Uzere birgok
farkh GrUnler Uzerinde bocek kontroll igin kullanilan genis spektrumlu bir
insektisittir. Teknik endosulfan 7:3 oraninda alfa ve beta olmak Uzere iki
stereoizomerden olusur. Endosulfan ve izomerleri, Sekil 2.1.’de
gOsterilmektedir. izomerlerin ikisi de toksittir (Goebel vd. 1982; ATSDR,
2000; Awasthi vd, 2000; Jenni vd., 2005; Bajaj, 2010). Endosulfan piyasada
agrosulfan, aginarosulfan, endorifan, hildan, redsun, seosulfan ve thiodan
olmak Uzere fakli isimlerde bulunmaktadir. Tarimda genis Olgekte
kullanildigini igin su ve toprak sedimentinde kirletici rol oynamaktadir (Barlas
vd. 2006; Dutta vd. 2006; Jayashree ve Vasudevan, 2006). Yararli toprak
mikroorganizmalarina ve hedef disi bdceklere olumsuz etkiler yaptigi
bilinmektedir (Santos ve Monteiro, 1994; Vig vd., 2006). Ustelik insanlarda
saglik problemlerine de neden olmaktadir (Saiyed vd., 2003; Jamil vd.,
2004).

Endosulfan baliklara ve sucul omurgasizlara asiri derecede toksik, kus
tarlerine orta derecede toksik, bakteri, mantar ve memeli hucrelerinde
mutajenik etkiler gostermektedir. Yaygin kullanimi, ¢evrede kaliciligi ve
toksisitesinin ylksek olmasindan dolay! tehlikeli maddeler sinifinda yer
almaktadir. Endosulfan ile kirlenmis atiklarin kontroliinde federal kurallar
uygulanmaktadir (ATSDR, 2000; Awasthi vd, 2003). Toprakta, endosulfanin
cevresel kaderi pek cok arastirmada calisiimis ve [-endosulfanin, o-
endosulfandan daha kalici oldugunu rapor edilmistir (Rao ve Murty, 1980;

Elbeit vd., 1981; Kaur vd., 1998). Endosulfanin iki izomerinin fakli davranis
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gOstermesi  farkh  buharlasma, fotodekompozisyon, alkali hidroliz
etkilemektedir (El Beit vd., 1981; Goebel 1982; Cotham ve Bidelman 1989).
Dusuk oksijen kosullarinda veya anaerobik cevrede, 6rnegin denizsuyu,
sediment yada ¢amur, endosulfan hemen endosulfan diole donismektedir.
Endosulfan diol, endosulfan izomerlerinin toksisitesi dusuk olan
bilesiklerindendir (Guerin, 1999).

2.1.1 Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Teknik sinif endosulfan en az % 94 safliktadir. a- ve B-endosulfan iki saf

izomeri igerir. Endosulfanin a- ve B-izomerleri 7/3 oranindadir. Teknik olgekli
endosulfan % 2 endosulfan alkol ve %1 endosulfan eter icerir. Endosulfan
sulfat teknik endosulfanin bir reaksiyon urinuddr. a-endosulfan ve f
endosulfan benzer insektisidal 6zelliklere sahiptir (Goebel vd, 1982). Fakat,
fizikokimyasal o6zellikleri farklidir (Cotham vd, 1989;. Singh vd., 1991;
Peterson ve Batley, 1993). Cevrede biyotransformasyon ile oksidasyonun bir
sonucu fotoliz ile olusur. Kimyasal formil yapisi, endosulfan izomerleri (a-
endosulfan, B-endosulfan) olarak, Sekil 2.1.’de gdsteriimektedir. a-
endosulfan ve B-endosulfanin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, Cizelge 2.1’de

verilmektedir. B-endosulfan yavas olarak a-endosulfana gevrilir.

Cl
CI\\ o
l_,_f:l
o Y
Cl cl
a-endosulfan B-endosulfan

Sekil 2.1. Endosulfan ve izomerleri
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Endosulfan c¢evrede biyotik ve abiyotik pargcalanmaya ugrayarak su
ortaminda; oksidasyon yolu ile endosulfan sulfat veya hidroliz yolu ile
endosulfan diole donusmektedir. Endosulfan diol ise endosulfan eter,
endosulfan a-hidroksieter yada endosulfan laktona parcalanabilmektedir
(Walse vd., 2003). Alfa ve beta endosulfan parcalanma grafigi, Sekil 2.2.'de

verilmektedir. Endosulfan par¢alanma urunleri, Sekil 2.3’de gosterilmistir.

('I

/\

()———\ -

|

“‘\ Il

/ O isomensation
Cl

ce-endosulfan Brendosulfan
oxidation hydrolysis

~
)< ¢/ Con
-

encosulfan sulphate endosulfan diol

Sekil 2.2. Endosulfan pargalanma yollari (Walse vd., 2003).

Endosulfan Endosulfan lactone

N\

\/I\/CH OH

|-:| -C-Ci
A
CH,OH
Endosulfan dicl Endosulfan hydroxyether
\ ] /
HZ
Cl C

Lo,

e, o
I c
-

Endosulfan ether

Sekil 2.3. Endosulfan pargalanma UrUnleri (Kumar ve Philip, 2006b).
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Cizelge 2.1. a-Endosulfan ve B-Endosulfan’in Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

(ATSDR, 2000).

Karakteristigi Bilgi Bilgi

Kimyasal ismi a-Endosulfan B-Endosulfan

Synonym Endosulfan I; Endosulfan A; Endosulfan [I; Endosulfan
6,9-Methano-2,4,3- B;

benzodioxathiepin,
6,7,8,9,10,10-hexachloro-
1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-, 3-oxide
(3a,5a 3, 6a, 9a a, 9B)-

6,7,9,10,10-Hexachloro-
1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-
6,9-methano-2,4,3-
benzodioxathiepin-3-oxide,

(3a, 5aaq,
6B, 98, 9aa)-
Ticari Isimleri a-Benzoepin; a-Thiodan; Thionex | a-Benzoepin; a-Thiodan;
Thionex
Kimyasal Formalu C9H5C|603S CgHeCIeOgS
CAS numarasi 959-98-8 33213-65-9
Molekdiler agirlik 406.93 406.93
Renk
Saf Renksiz
Teknik Kremden kahverengiye; | Krem ya da sarimsi
¢ogunlukla bej kahverengi
Fiziksel durumu Kristal kati Kristal kati
Erime noktasi 108-110°C 207-209 °C;208-210 °C
212 °C
COZUNURLUK
Suda 22 °C (pH 7.2) 0.15 mg/L 0.33 mg/L
0.32 mg/L
Suda 25 °C 0.53 mg/L 0.28 mg/L

Organik ¢oziicller 20 °C | Pek cok organik cdziiciide

Pek cok organik ¢oziclde

¢ozunar ¢ozunar
Parcalanma Katsayisi
Log Kow 3.83 3.52
Log Koc 3.55 Veri yok
Su basinci 25 °C 1x10-5 mmHg 1x10-5 mmHg
Henry Sabiti 25 °C 1x10-5 atm m°/mol 1.91x10-5 atm m°/mol

1.01x10-4 atm m*mol
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2.1.2 Endosulfanin insan Saghig: Uzerindeki Etkileri
Endosulfan, solunum ve deri yolu ile vicuda alinabilir. Endosulfanin akut

semptomlari bag donmesi, mide bulantisi, ishal, solunum guglUkleri, garpinti
ve guc kaybi gibi merkezi sinir sistem bozukluklaridir. Bazi durumlarda
olumle sonugclanabilir. ABD, Kolombiya, Benin, Hindistan, Malaysia, Sudan,
ve Filipinlerde akut toksisiteye bagl olumler rapor edilmistir. ABD’de
yasanan bir olayda endosulfan maruziyeti ile ¢iftcilerin biri 6ImUs ve digerinde
surekli sinir sistemi zayifligi meydana gelmigtir (Brandt, 2001). Benin Borgou
eyaletinde pamuk mevsiminde zehirlenme sonucu pek ¢ok 6lum meydana
gelmistir. Resmi kayitlara gore, en az 37 insan 6lmus ve 36 kiside ciddi
rahatsizliklar olusmustur. Resmi olmayan kayitlara gore ise en az 70 kisi
oldugunu rapor edilmistir (Myers, 2000). Guney Sulawesi, Endonezya da
1990-1993 vyillar arasinda pestisit zehirlenmeleri rapor edilmistir. Kayitlara
gbére 153 zehirlenmeden, 32 tanesinin endosulfandan dolayr oldugu
belirtiimistir (PANAP, 1996). Sudan’da 1988 yilinda, sulama kanalinda
endosulfan varillerinin yikanmasi sonucu balik élimleri meydana gelmis ve
kanaldan igme suyu amaciyla kullanan 3 Kkisi o6lmastir. 1991 yilinda
endosulfana maruz kalmis yiyeceklerin yenilmesi ile 31 kisi élmustar (PAN-
UK, 1991). 1994 vyilinda, Kolombiya’nin Kahve Yetigtiricileri Komitesi
Bolimi’nde endosulfandan dolayr 155 zehirlenme kayit edilmigtir. 1993
yilinda Kuzey Amerika Pestisit Faaliyetleri Kurulusu Kolombiya’da kahvede
endosulfanin kullanimi sonucu 1 6lim ve 60 zehirlenme meydana geldigini
rapor etmistir (PANUPS, 1994).

Farelerde yapilan deneylerde endosulfan maruziyetinde kronik sublethal
etkiler goralmastir. EPA raporunda endosulfan potansiyel endokrin bozucu
gibi hareket edebilecegi belirtiimistir. Bunun anlami, endosulfan, normal
hormon urunleri ve aktivitelerinde araya girme potansiyeline sahiptir.
Endokrin bozulmasinin etkileri; gelisim problemleri ve kanserin farkl
tiplerinde artistir. Ozellikle gelismis Ulkelerde esas sebep dusik protein
diyetlerinden meydana gelmektedir (Lu vd., 2000). Gelecekteki problemler,

endosulfana maruziyet artmasi, insan hucrelerinde genotoksik etkiler
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olabilecegi ve endosulfanin mutajenik problemlere yol acgabilecegi
belirtilmigtir (Sanaha, 2003).

2.1.3 Endosulfanin Cevredeki Etkileri ve Kaderi
Endosulfanin canli turler Gzerindeki etkileri hizli ve yok edicidir. Endosulfan

Ozellikle sucul canlhlar igin ¢gok toksiktir. Arastirmalar sublethal dozda (LD50
%50), endosulfana maruziyette, baliklarda biyokimyasal ve davranig
bozukluklari oldugunu gostermistir. 1995 yilinda, endosulfanin pamuk
tarlalarindan akarsulara taginmasi ile Alabama (ABD) da balik olimleri
g6zlenmistir (PANUPS, 1996). Benzer bir sekilde Hindistan (Surendranath,
2001), Benin (Ton vd., 2000), Sudan (Dinham, 1993), Almanya ve
Avusturalya’da yogun balik élimleri rapor edilmistir. Trent Universitesi’nde
amfibiler Uzerinde yapilan arastirmada kurbada ve kara kurbagasinin disuk
endosulfan dozu konsantrasyonlari iceren yumurtalar ile beslenen yirtici
hayvanlarda kaginilmaz davranis bozuklugu meydana gelmistir (Raloff,
1998).

Kalici organik kirleticilerin hormonlar, bagisik sistemi ve Ureme Uzerinde
uzun dénem gug fark edilen etkileri vardir. Kanada’da endosulfanin baliklara
toksisitesi olmasi nedeni ile acik alanlardaki sularda endosulfan kullanimina
yonelik duzenlemeler getirilmistir. Bununla beraber, pestisitin alansal
sulamasinda 3 metreden daha dusuk spreyleme yapilmasi ve Avusturalya’da

ultra disuk hacimde endosulfan Urtnleri engellenmistir (Raloff, 1998).

Bugun tarimda kullanilan pestisitlerin %85'’i herbisitler, %13’0 insektisitler
kalan %2’si de fungusitlerdir. Butlin bu pestisitler toksiktirler ve asiri dozda
kullanimi akut ve kronik etkilere neden olurken, bir kismi da her gln
kullanilmasi durumunda bile ¢ok az toksik etkisi olabilir (Olsen ve Tschirley,
1990).
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Endosulfan atmosferde islak ve kuru depolanarak uzak alanlara transfer
olmaktadir (NRCC, 1975). Ornegin; endosulfan Kanada da endustriyel ve
kentsel kirlilik alanlarinin uzagindaki alanlarda ve toplanan yagmur
orneklerinde belirlenmistir. Yagmur suyunda endosulfan konsantrasyonu alfa
izomeri i¢in 1-2 ng/L ve beta izomeri igin 4-5 ng/L olarak belirlenmigtir.
Mevsimsel donemlerde endosulfan ilkbahar ve yaz yagmuru orneklerinde
belirlenmesine ragmen, guz ve kis yagmuru orneklerinde belirlenmemistir
(Strachan vd., 1980).

Endosulfan, ilaglanmig bitki ylUzeyinden ve yuzey suyundan buharlasma
sonucu olarak atmosfere yayilmaktadir (EPA, 1979). Buhar basinci (25 °C de
1x10®° mmHg; 20 °C de 0.83 mPa) ve endosulfan izomerleri icin Henry sabiti
25 °C de 1x10°-2.6x10° atm.m*mol’dur. Endosulfan siilfat su yiizeyinden

daha yavas buharlasir (Cotham ve Bidleman, 1989).

Laboratuvar calismalari ve sera gazi calismalari a- ve B-endosulfanin

toprakta gugclu bir sekilde adsorbe oldugunu gostermistir (El Beit vd., 1981).

Endosulfan karasal ya da sucul ekosistemde ylksek konsantrasyonda
biyoakimulasyon olmamaktadir. Sucul c¢evrede endosulfana slrekili
maruziyet sonucunda 1-2 hafta icinde baliklarda genellikle pik seviyeye

ulasmaktadir.

Endosulfanin polar ¢ézlculerle, sulamadan sonra, laboratuvar testlerinde ve
bitki yapraklarinin gines 1sigina maruziyeti ile a-endosulfan ve B-endosulfan
izomerleri olusmaktadir. Alfa endosulfan izomerinin izomerizasyonu ile beta
izomeri olusur ve cok kararhdir. EPA (1982) tarafindan endosulfan igin
fotolitik yarilanma Omrl 7 gun olarak rapor edilmistir. Baslangi¢ fotoliz
drdnleri endosulfan diol ve fotoparcalanma udrind ise endosulfan a-

hidroksieterdir.

21



Endosulfan yuzey suyu ve yeraltisuyunda hidroliz yolu ile endosulfan-diole
donusmektedir. Hidroliz orani pH’dan etkilenmektedir. a- ve B-endosulfan
kimyasal parcalanmasi aerobik ve anaerobik ortam kosullarinin her ikisinde
de calisilmistir. Aerobik kosullar altinda endosulfanin hidrolizi ve
oksidasyonu olusur iken; anaerobik kosullar altinda sadece hidroliz olusur.
pH 7 de anaerobik kosullar altinda a- ve B-endosulfan igin hidrolitik yarilanma
omru sirasi ile 35 ile 37 gundur (Greve ve Wit, 1971). Yarilanma omrd,
pH=5.5’de ise a- endosulfan igin 151 ve B-endosulfan igin ise 187 gundur.
Aerobik kosullar altinda yarilanma omrl azalmaktadir. pH=7’de kimyasal
parcalanma (hidroliz ve oksidasyon) sonucu a- ve B-endosulfan yarilanma
omdarleri sirasi ile 23 ve 25 gun iken, pH=5’te yarilanma omru 54 ile 51
gundur. Musluk suyunda endosulfanin yarilanma émru yaklasik 68 saattir.
20°C’de pH=5.5 ve 8.0’'de, safsuda a-endosulfanin yarilanma siiresi sirasiyla
11,3 ve 5.3 gundur (Kaur vd., 1998).

Dipsuyu ve sedimanda endosulfan biyotik ve abiyotik transformasyona
ugramaktadir. a- ve B-izomeri igin yarilanma émru biyotik testlerde sirasi ile
yaklasik 5 ile 2 gun olarak belirlenmistir. Dip suyunda pH=8 ve Uzerinde steril
kosullar altinda a-izomeri igin yarilanma émrt 2-3 gln ve B-izomeri igin
yarilanma oémrua 1-2 gunduar. Yarilanma émru, dipsuyunda denizsuyundan
uzundur. CUnklu pH=7.3-7.7 gibi disuk dederdir. Testlerde a- ve B-izomeri
icin yarilanma omdarleri sirasi ile 22 ve 83 gundur. Endosulfan diol temel

metabolit olarak tanimlanmaktadir (Kathpal vd., 1997).

Endosulfanin  toprakta serbest kalmasi muhtemelen fotoliz (toprak
yuzeyinden), hidroliz (alkali kosullar altinda) veya biyodegradasyon ile
olmaktadir. Endosulfan cesitli calismalarda, toprak mikroorganizmalari ile
biyodegradasyona ugramaktadir. Biyotransformasyon aerobik ve anaerobik
kosullarda olusmaktadir. Toprakta aerobik inkibasyon ile endosulfanin
parcalanmasi sonucu endosulfan sulfat (30—-60%), endosulfan diol (2.6%), ve

endosulfan lakton (1.2%) olusmaktadir. Anaerobik inkibasyon sonucu
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endosulfan diol (2-18%), endosulfan sulfat (3-8%), ve endosulfan
hidroksieter (2—4%) olugsmaktadir (Miles ve Moy, 1979).

Endosulfan hidrofobik (log Kow~3.98) bir bilesiktir. Endosulfanin her bir
izomerinin yarilanma degeri farkh laboratuvar kosullarinda pek ¢ok
arastirmaci tarafindan gésterilmistir. Ornegin; (Miles ve Moy, 1979) nétral pH
kosullarinda beta izomeri icin 40 gun alfa izomeri igin 88 gun olarak
yarilanma omrund belirlemiglerdir. Endosulfanin iki izomeri ¢ok asidik
kosullar altinda uzun sure kalicidirlar. Endosulfanin bir metaboliti olan
endosulfan sulfat, suda ¢ok az bir sekilde ¢dzinmekte ve partikuller ya da
kolloidler ile baglatih olmaktadir. Clnku endosulfan ve onun metaboliti
hidrofobiktir (ATSDR, 1990). Dogada endosulfan taginimi, Sekil 2.4.de

gOsterilmektedir.

Endosulfan Taginim

Kaynak/ * _+ v 4'__ v
Tasinim Buharlasma Direk Spray Al.f.|§- T
Yollar Riizgar ile tasimm Depolama Akt Erszyon infiltrasyon

T [ |
Kaynahd _ et
Etkilenen Bélgesel Taginm Gida Kalintilan L Suyun viicuda | L
Ortam — illi . ’ | f

hv;s;l;:l;.l.}lllewelel LepraLs Sedimente  |[---------=-~] »| Sulama
l akis Suyu
Atmosferik

Maruz Depolama Deri Yolu
Kalma Yeme ite Alimim

\—‘—-— Solungag deri yolu ife
——— Solunum Absorpsiyon & Bitki alim, ;refﬁmenﬁe Birikim
1 Kdkleriile Alim

"

Kara Su
Bitkileri Bitkileri

L

-I Tropik Transfer

Sucul emurgasiz ve
omurgahlar

Karasal Omurgalilar
Alicilar Kuglar, Memeliler.Siringenler,
Karasal Amfibiler

4

Bagh Karasal Ornurgalilar Bitki Popdlasyonu Sucul Omurgall ve
Degisgiklikler Hayatta kalma azalir Popilasyon Omurgasizlar
Buyirne azalr biyimesinde Hayatta kalma azalir
Urerne azalr azalma Biylime azalr
Ureme azalr

Sekil 2.4. Ekolojik Sistemlerde Endosulfan Tasinimi (EPA, 2010).
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2.1.4 Endosulfanin Transformasyonu
Endosulfanin pargalanmasi, abiyotik ve biyotik prosesler ile meydana

gelmektedir. Mikroorganizmalar ile endosulfan sulfatin oksidasyonun iceren
parcalanma olusumu iki temel reaksiyon ile olmaktadir. Hidroliz suda
endosulfanin  pargalanmasi i¢cin temel yollardan biridir. Literaturde
endosulfanin her iki izomerinin de sicakhda bagli olarak, alkali hidrolize
dayaniksiz oldugu belirtiimektedir. Beta izomerinin pargalanmasi, alfa izomeri
ile karsilastirildiginda daha hizlidir. Gugli alkali kosullarda (pH>9) ve sulu
fazda endosulfanin yarilanma 6mrl yaklasik olarak 1 gundir (Goebel vd.,
1982).

Endosulfan sucul gevrede ve alkali kosullarda hizli bir sekilde hidrolize
olmaktadir. Fakat, asidik kosullarda hidrolizi dusuktir. Buna ek olarak bu
reaksiyonlarin sicakliga duyarhdir. Kimyasal reaksiyon oranlari sicakligin

artmasi ile artar (Case, 2010).

Endosulfanin pargalanmasi igin alkali sartlarin gerekliligi ve gorece yuksek
sicaklik ihtiyaci, yeraltt suyunda yerinde iyilestirme uygulamalarinin zor

olacagini gostermektedir.

2.2 Biyolojik lyilestirme (Bioremediation)
Gecgmis yillarda sanayideki kontrolstiz baylime ile gelen kirlilik, en ¢ok yeralt
suyunun bozulmasinda etkili olmustur. Ylzey sularindaki serbest oksijen ve
diger gerekli kimyasallara gorece daha etkin erisim, kirleticilerin biyotik veya
abiyotik parcalanma oranini artirmaktadir. Benzer sekilde, nokta kaynaklarin
kontroli ve arntimi daha kolay saglanabilmektedir. Ote yandan, yeralti
sularindaki kirleticilerin varligi ve giderimi, miktar ve yayginlik nedeni ile

¢6zllmeyi bekleyen oldukga ciddi bir cevre problemidir (Gilliom,1995).

Toprak ve vyeralti suyundaki yapisal zorluklar (heterojenite, gozeneklilik,

sureksizlikler) analitik ve fizikokimyasal engeller (dlsuk konsantrasyonlar,
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tutuklanma gibi) yeralti suyu aritiminda kendine 6zgu iyilestirme tekniklerinin

gelismesine neden olmustur.

Yeralti sularinda oldukga yavas seyrelme ve pargalanma sayesinde Kkirlilik
uzun surelidir. Kirlilikteki kaliciligin temel nedeni, su hizindaki duguklagun
yani sira biyotik ve abiyotik reaksiyonlar igin, sicaklik, oksijen, gibi
kimyasallarin eksikligi ve tutuklanma prosesidir. Kirlilikteki kalicilik, aritimi
nerede ise imkansiz hale getirirken, iyilestirme proseslerinin uygulanmasini
da ¢6zumu zor muhendislik problemleri haline getirmektedir. Eskiden en
pratik yeralti suyu iyilestirme uygulamasi olarak bilinen pompalama-aritma
prosesi yetersizligi ve uzayan surecle birlikte artan maliyetleri nedeni ile
guncel uygulamalarda vyerini yeraltt suyu Kirliliklerinin mikroorganizmalar

kullanilarak yerinde aritilmasina birakmistir (Olsen ve Tschirley, 1990).

Birden fazla uygulamayi igeren “Biyolojik iyilestirme” surecleri gelismekte
olan proseslerden biridir. Mikroorganizmalar kullanilarak kirleticilerin
temizlenmesini hedefleyen biyolojik iyilestirme aritimi sirecini yerinde veya
kirli alan disinda uygulanmasina imkan saglayan prosesler butinudur
(Vallero, 2010). lyilestirmede kullanilan biyolojik proses, sadece ekonomik
yonden degil, suregteki esneklik nedeni ile kimyasal ve fiziksel metotlardan
daha UstlindUr ve tercih edilmektedir. Biyolojik iyilestirme slrecinde en etkin
yapinin biyofilmdir. Biyofilmin aritimdaki giderim potansiyeli yakin zamanda

acikca ortaya konmustur (Paul vd., 2005; Singh vd., 2006).

Biyolojik parcalanma, belkide diinyada en yaygin dogal proseslerden biridir
(Héhener ve Aelion, 2010). Biyolojik parcalanma (aerobik biyolojik
parcalanma) oksijenli ortamda veya (anaerobik biyolojik parcalanma)
oksijensiz ortamda organizmalar kullanilarak besin icerisinde organik veya
inorganik maddelerin parcalanarak atiklari geri donistirmenin dogal yoludur
(Gan vd., 2009).
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Biyolojik lyilestirme, bozulan veya degisen ekosistem kalitesini iyilestirmek
icin kullanilan muhendislik uygulamalaridir. Biyolojik iyilestirme, hi¢ bir zaman

ekosistemde eski haline donusu hedeflemez.

2.2.1 Biobariyer
Biyolojik iyilestirme teknolojileri ex-situ ve in-situ olarak siniflandiriimistir. Ex-

situ teknolojiler aritma prosesi igin kirletici materyalin alan diginda bagka bir
yerde fiziksel aritimini igerir. Bunun tam tersine in-situ “yerinde” teknolojiler
kirleticinin bulundugu bdlgede aritiimasini veya sabitlenmesini igerir
(Boopathy, 2000). Biyobariyer son yillarda tUzerinde calisiimaya baslamis,
etkin ve ekonomik yerinde-aritim teknolojisidir. Bu sistemde, aritim kirletiimis
bdlgede tanimli bir hacim igine gerekli biyolojik ve abiyotik maddelerin
kontrolli olarak yerlestirimesi ile saglanir. Dolgu maddesi yuzeyindeki
biyofilm, artim prosesini gergeklestiren  mikroorganizmalari igerir
(Charpentier ve Kojouharov, 2003; Charpentier vd, 2009). Biyobariyer
uygulamasinda basarili olmak igin; kirleticinin kaynagi ve konsantrasyonu,
kirleticinin kimyasi ve toksisitesi, kirletici bilesigin ¢oézunarlagu, tasinimi,
adsorpsiyonu, dagilimi ve uguculugu, yeralti suyu kimyasi, fiziksel dzellikleri
ve mikrobiyolojisi, kirlenmis alandaki topragin kimyasi ve mekanizmasi,
kirlenmig alanin hidrojeoloji ve hidrolojisi, c¢evresel kosullar ve besin

kaynaklari, kirleticilerin biyolojik parcalanabilirligi aragtiriimalidir.

Biyobariyer uygulamalarinda, anaerobik ve aerobik proseslerin birlikte
yuratulebilmesi surecin kaliciligini saglar. Aerobik iyilestirme igin Oncelikle
yeralti suyunda bulunan oksijen kullanilir. Gerekli hallerde sisteme oksijen de
saglanabilir (Farhadian vd., 2008). Sistem gerekli hallerde anaerobik kosullar

icin de tasarlanabilir.

Biyobariyerler, geleneksel gecirimsiz bariyerlere (6rnegin; gamur veya beton
duvarlari) alternatif olarak ortaya cikan, belli bir yerden yer alti suyuna dogru

akigi kontrol etmek veya engellemek igin tasarlanmis yeni bir teknolojidir.
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Genel olarak biyobariyerlerin amaci, 6zel pargalayicilari mikroorganizmalari
korumak ve cevresel kogullardaki dediskenlige bagli olarak onlarin kaybini
engellemek ve mikroorganizma yogunlugunu akis Ozelliklerini bozmadan

arttirmaktir (Alvarez ve lliman, 2006).

Biyobariyer dogal ortamlarda kirletici yayihmini kontrol etmek igin gelistiriimig
bir biyoteknoloji uygulamasidir. Bu teknolojide uygun substrat yada elektron
alicisi ile beraber mikroorganizmalar toprak igine yerlestirilmis gecirimli ve
geometrik Ozellikleri tanimli bdlgelere enjekte edilir. Mikroorganizmalar
tasiyicl malzeme yuzeyine sabitlenir ve biyofilm geligir. Hucre digi polimerler
(EPS) bu sistemde c¢oklu fonksiyon Ustlenmistir. EPS, gdzenekli ortamda
biyofilm yapinin gelismesini, mikrobiyal yapiya adsorpsiyon, desorpsiyon,
yuzeyde buylume, kopma ve filtrasyon gibi proseslerin etkinligini belirler (Kim
vd., 2006).

Kirlilik B Enjeksiyon kuyusu

kaynagi Yeralti seviyesi

Yeralti suyu
v seviyesi

Kirlilik
Biyobariyer Tasinimi
Aktif zon

Biyobariyer

Sekil 2.5.Biyobariyerin sematik gosteriimesi. A) Kirletici tasinimi B) injeksiyon
alani kesit gorintisi C) Su kanallarinda biyofilm geligiminin
sematik gdsterilmesi (Kim vd., 2006).
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Biyobariyer, yayili kirliligi engelleme gorevini biyobariyerin gozenekleri
arasindan taginan Kkirleticiyi bariyer Uzerinde bulunan mikroorganizmalar
yardimi ile pargalayarak gergeklestirir (Sekil 2.5. A). Biyobariyer sematik
olarak Sekil 2.5'de gosterilmektedir. Biyobariyer, mikroorganizmalari topragin
ust kismindan temeline kadar enjekte ederek hazirlanabilir (Sekil 2.5. B).
Etkin “Yerinde Biyolojik lyilestirme” (in-situ bioremediation) igin gdézekli
yapinin, biyofilmin gelismesine bagl olarak tikanmasi engellenmelidir.
Biyobariyerde tikanmayi kontrol etmek igin kullanilabilecek parametreler
sinirlidir. Debinin, besi maddelerinin miktarlarinin kontroli veya periyodik

oksitleme en etkin yontemlerdir.

Kirleticinin biyolojik olarak pargalanmasi i¢in gerekli besi maddelerininde (Ca,
Mg, N, Fe, P, vb.) bariyer ortaminda bulunmasi gereklidir. Besi maddeleri
biyobariyere disaridan eklenebilecegi gibi, gerekli besi maddelerinin
biyobariyeri Uzerinde tasiyan dolgu maddesinden saglamasi tasarimda tercih
edilir (Kim vd., 2006).

Biyobariyerde giderimin etkin parametresi zaman iginde gelisen biyofilmdir ve
bu yapinin heterejon olusu (farkli ortamlarda yasayabilen mikroorganizmalar,
ekstraselller polimer dolgu maddesinin farkli yerlerinin istila edilmesi vb.)
sisteme ¢ok buyuk bir esneklik saglar. Biyofilmler, gézenekli ortamda, kati
matriks yluzeyinde, gbzenek bosgluklarini isgal ederek ve gbdzenek
bogazindaki sivi akigini engelleyerek buyur. Gozenekli ortamda biyokutlenin
gelismesi gobzenekli yapinin hidrolik 6zelliklerinde (porozite, permeabilite)
degisikliklere neden olur (Ebigbo vd., 2010).

Literatirde yer alan, sinirh sayidaki makalede biyobariyer metotu farkli
kirleticilerin aritiminda kullanilmistir. Klorlu bilesikler olan trikloroetilen (TCE)
ve Kklorlu bir bilesik olan, PCE ile Kkirleticinin aritiminda biyobariyer
uygulamasi (Kao vd., 2001; 2003(a); 2003 (b)), pilot Olcekte biyobariyer
calismasi yaparak krom ile kirlenmis akiferlerin biyolojik olarak iyilestiriimesi
(Jeyasingh vd., 2010), herbisit tari olan atrazinin gecirimli biyobariyer

calismasi yapilarak biyolojik pargcalanmasi (Hunter ve Shaner, 2009), benzin
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bilesimlerinden olan metil tert batil eter (MTBE) ve diger benzin bilegikleri
(benzen, toluen, etilbenzen, xylene) igin gegirimli biyobariyer ile biyolojik
parcalanmasini ¢alismiglar (Saponaro vd., 2009), 2,4,6, triklofenolin ardigik
gecirimli biyobariyer kullanilarak biyolojik pargalanmasi (Choi vd., 2007),
poliaromatik hidrokarbon (PAH) biyolojik parcalanmasinda biyofilm bariyer
calismislardir (Seo vd., 2009).

Literatlrde, zeolit Gzerinde biyofilm gelisimi ve endosulfan aritimi konusunda
¢alisma bulunmamaktadir. Dogal zeolit gézenekli bir yapiya sahiptir ve
mikroorganizmalar igin uygun tutunma yuUzeyi olusturmaktadir. Ayrica
katyonik maddelere olan yuzey afinitesi, mikroorganizmalar igin gerekli besi
maddelerinin sistemde tutulmalarini saglayabilir ve disaridan madde

eklenmesi geregi ortadan kalkar.

2.2.1.1 Biyofilm
Biyofilm, bir ylUzeye tutunarak kendi Urettikleri polimerik yapida jelsi bir

tabaka icinde yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak
tanimlanabilir (Leone vd., 2006). Bu jelsi tabaka, bakteri hicreleri tarafindan
Uretilen terminolojide “hicre disi polimerik yapi”, “ekzopolisakarit” ya da
“ekzopolimer (EPS)” adi verilen polisakkarit bazli bir ag yapisidir (Fujishige
vd., 2006).

Biyofilm tek bir bakteri tiriinden olusabilecedi gibi bakteri, fungi, alg ve
protozoolardan olusan bir konsorsiyum da igerebilir. Biyofilm matriksinin
yaklasik %97’si mikrobiyal hucrelerin kapsullerini baglayan sudur. Biyofilm
matriksi igerisinde olusan difuzyon prosesi, su baglama kapasitesi ve
biyofilmin hareketliliine dayanir. Biyofilm matriksinde, su ve mikrobiyal
hucrelerin yaninda absorblanmig besinler ve metabolitler, hiucre ¢o6zulme
urdnleri ve hatta partikil maddesi iceren salgilanan polimerlerin bir
kompleksidir. Bu yuzden bir biyofilm icerisinde peptitdoglukan, lipitler,

fosfolipitler ve diger hicre bilesimleri, makromolekillerin tim sinifi
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gozlenebilir. Bir biyofilmin anyonik 6zelligi, uronik asitlerin varligi yada ketal

baglanan pyruvatlar ile verilir (Singh vd., 2006).

Mikroorganizmalar, hayatta kalmalari ve buyUmeleri icin ylzeyde koloni
olustururlar. Biyofilmin mikrobiyel hucreler ve EPS ana iskeletinden olustugu,
EPS’nin toplam organik karbonun %50-%90’nin1 barindirarak ana maddeyi
(matriks) olusturdugu kabul edilmigtir. EPS’nin kimyasal ve fiziksel olarak
degiskenlik gosterse de Oncelikli olarak polisakkaritten olustugu,
polisakkaritlerden bir kisminin dogal, bir kisminin da anyonik yapida oldugu
ortaya konmustur (Ebihara ve Bishop, 1999; Sutherland, 2001). Biyofilmin
sematik gosterimi, Sekil 2.6'da ve biyofilmin yapisi, Cizelge 2.2'de

verilmektedir:

Biyofilm olusumu karmasik bir surectir ve genellikle bes asamali tanimlanir:
(Percival vd., 2000).

Mikroorganizmalarin ylzeye tutunmasi
Ylzeye yakin organizmalar da meydana gelen fizyolojik degisim

Adhezyon

I A

Yuzeyde, kolonilerden organizmalarin ayrilmasi, mikrokoloni olusumu
ve biyofim gelisimi ve buylimesi

5. Kopma (ylzeyden ayriima)
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Sekil 2.6.Biyofilm olusumunun sematik olarak gosterimi (Percival vd., 2000).

Cizelge 2.2. Genel biyofilm yapisi (Sutherland, 2001).

Bilesik Makriksin ylizdesi (%)
Su %95-98
Mikrobiyal Hucreler %2-5 (birgok tur)
Polisakkaritler (homo- ve %1-2 (no6tral ve polianyonik)

heteropolisakkaritler)

Proteinler (hlcre disi ve lizizle agida <%1-2 (¢cogu enzimdir)

cikanlar)
DNA ve RNA <%1-2
iyonlar Degisken (bagli ve serbest)

2.2.1.1.1 Biyofilm Bilegimi
Biyofilm bes bolgeye ayrilabilir. Bunlar $Sekil 2.7.de gosterilmektedir

(Flemming, 1995).

1) EPS (kapsul igerir)

e Amino seker ve protein icinde anyonik gruplar (6rnegin: -NH"-)

e Uronik asitler ve proteinler iginde anyonik gruplar (6rnegin: -COO’; -
HPO, )

e Proteinlerden apolar gruplar (6rnedin aromatik amino asitler)

e Yuksek hidrojen baglama potansiyelli gruplar (6rnegin polisakkaritler)
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2) Dis membran ve lipit membranlar ile gram negatif hucrelerin
lipopolisakkaritleri ve gram pozitif hicrelerde lipoteichoic asitler

3) N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitin hucre duvari igerigi
katyonik ve anyonik alanlara tercihen

4) Sitoplazmik membran,

5) Sitoplazma, ¢evresindeki sudan ayrilan su fazi.

Cy CM M OM LPS C

Sekil 2.7. Bakteri iceren bir biyofilmin kisimlari, gr (-) (solda) ve gr (+) (sagda)
CY:Sitoplazma, CM:Sitoplazmik membran, M:Peptidoglukan,
OM:Dis membran, LPS:Lipopolisakkarit, C:Kapsul, TA:Teikoik
asit, EPS:Hucre digi matriks (Flemming, 1995).

Bu boélimde, klorlu pestisitler, endosulfan, biyolojik parcalanma, biyolojik
iyilestirme (bioremediation) ve biyofilm hakkinda tanimlamalara ve genel

bilgilere yer verilmistir.
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3. LITERATUR TARAMALARI
GunumuUzde, kullanilan pek ¢ok pestisit tiri bulunmaktadir. Bu pestisitlerin

en onemli grubu DDT ve tlrevi olan organoklorlu pestisit tarleridir. Klorlu
pestisitler, cevrede kaliciligi ve toksisitesi yluksek kimyasallardir. Endosulfan
kimyasali ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmigtir. Literatlirde yer alan galismalar
toksikolojik ¢aligsmalar, gevredeki (su, toprak ve hava) davranisi, gidalardaki
kalintt calismalari ve endosulfanin arntim c¢aligsmalandir. Literatirde
endosulfanin biyobariyer olarak aritimi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir.
Endosulfanin biyolojik pargalanmasina yodnelik galismalar kronolojik olarak

verilmektedir.

Katayama ve Matsumura (1993) vyaptiklari ¢alismada Trichoderma
harzianum mantarinin DDT, dieldrin, endosulfan, pentakloronitrobenzen ve

pentaklorofenolu parcaladigi belirlemigledir.

Peterson ve Batley (1993) yapilan galismada su ortaminda endosulfanin
dagihmi ve parcalanma yolunu c¢alismiglardir. Hidrolizin pamuk Ureten
bdlgelerdeki alkali sularda, endosulfanin pargalanmasinda etkin bir faktor

oldugunu belirlemiglerdir.

Awasthi vd. (1997) vyaptiklari calismada endosulfanin mikrobiyolojik
parcalanmasi 15 gun igcinde gozlemislerdir. Her iki bileseninde yaklagik
%50’si 7 gun iginde ve pestisitin timunun 15 gln iginde parcalandigini ve B-
endosulfanin, a-endosulfandan daha yavas parcalandigini belirlemislerdir.
Endosulfan diol ve endosulfan sulfat parcalanma sirasinda gézlememislerdir.
Bu calismada, karbon kaynagi olarak glikoz kullaniimis ve ilave karbon

kaynagi eklenmesi pargalanmay!i hizlandirmadigi sonucuna variimistir.

Awasthi vd. (1999) yaptiklari calismada mikokusum olarak olusturulan

ortamlarda endosulfan izomerlerinin biyolojik parcalanmasini ¢alismiglardir.
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Calismada kullanilan mikrokokuzumdan Bacillus subtilis MTCC 1427 izole

edilmistir. Calismada 30-45% biodegradasyonu orani gerceklesmistir.

Guerin (1999) sulama suyu drenaji ve tarimsal atiklardan olusan bir ortamda
yasayabilen anaerobik mikroorganizma turleri ile endosulfan izomerlerinin
biyolojik pargalanmasini incelemiglerdir. Endosulfan, anaerobik kosullarda
organik karbon kaynagi varliginda, metanojik kosullarda, endosulfan diol ve
dUsuk toksisiteye sahip par¢calanma Urunlerine donusmektedir. 30 gun iginde

%85’in Uzerinde parcalanma gozlemiglerdir.

Awasthi vd. (2000) vyaptiklari c¢alismada endosulfan ile kontamine
topraklardan bakteri izole ederek endosulfan gideriminde kullanmiglardir.
Endosulfanin parcalanmasinin asidik pH’larda gerceklesmedigi, pH=8,5'de
endosulfanin pargalanmasinin arttigi ve yuksek pH degerlerinde endosulfan

diol donlUsUimu oldugunu gdstermislerdir.

Guha vd. (2000) yaptiklari ¢alismada endosulfanin parcalanmasini iki farkl
Micrococcus sp kultarl ile tek karbon ve enerji kaynagi olarak endosulfani

kullanarak elde etmislerdir.

Sutherland vd. (2000) endosulfana maruz kalmis topraklardan elde ettikleri,
karigik bakteri kdltarl iceren ortamda endosulfanin parcalanmasini
gerceklestirmislerdir. Zenginlestirme sirasinda, tek kuakurt kaynagi olarak
endosulfan kullanilmistir. insektisitin pargalanmasi bakteriyel blyiime ile
birlikte meydana gelmistir. Bu calismada, bilesik hem okside hem de
hidrolize olmustur. Oksidasyon reaksiyonlarinda, alfa izomer ve endosulfat
olusumu meydana gelmistir. Hidrolizasyonda gaz kromatografisi -mass
spektrofotometresi ve kimyasal derivizasyon sonuglarinda endosulfan mono

aldenhit olarak belirlemislerdir.

Shetty vd. (2000) yaptiklari ¢alismada Mucor thermo-hyalospora MTCC 1384

fungusunun, endosulfan molekullerini pargaladigini belirlemislerdir.
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Ghadiri ve Rose (2001) vyaptiklari calismada, pamuk ciftliklerinin Kkilli
topraklarinda endosulfan izomerlerinin pargcalanmasini, kalicihgini ve birincil
parcalanma urund olan endosulfan suilfat olusumunu calismigtir. Toprak
nemi, sicaklik, gunduz ve gece sicaklik farklari dalgalanma, su yuklemesi ve
tekrarl  maruziyet gibi fiziksel farklhliklar karsisinda endosulfanin
parcalanmasi arastirmislardir. incelenen kosullar altinda, B-endosulfanin
parcalanmasini a-endosulfanin parcalanmasindan daha dusik diuzeyde
oldugunu belirlemiglerdir. Sonuglar, iki endosulfan izomerinin pargalanma
oranlarinin topragdin su igerigi ve sicakligindan 6nemli sekilde etkilendigini

gOstermigtir.

Siddique vd. (2003) vyaptiklari c¢alismada, Fusarium ventricosum ve
Pandoraea Sp. ile endosulfanin biyolojik parcalanmasi kinetiklerini
calismislardir. Alfa ve beta-endosulfan biyolojik par¢galanmasi igin k sabitlerini

8.19 ve 3.78 mg/L.gun olarak bulmusglardir.

Lee vd. (2003) yaptiklari ¢alismada, toprakta endosulfan ve metabolitlerinin
dagihiminda mavi-yesil algin roliini calismislardir. iki alg tiriinin Anabaena
sp. PCC 7120, baslica Ug¢ temel biyotransformasyon bilesigini (endosulfan
diol, endosulfan hidroksieter ve endosulfan lakton) kaglik miktarlarini
urettigini ve diisiik miktarda endosulfan siilfat bulmuslardir. ikinci tiir alg olan
Anabaena flos aquae tarafindan endosulfanin biyotransformasyonu
sonucunda, c¢ogunlukla endosulfan sulfat olustugu, sistemde dusuk

miktarlarda endodiol bulundugunu belirlemislerdir.

Al-Hassan vd. (2004) vyaptiklari calismada 4 farkli organik materyal
kullanarak a and B endosulfan izomerlerinin pargalanma oranini belirlemeye
calismislardir. Organik materyal olarak kimes hayvanlari yemek urunleri,
kimes hayvanlari gubresi, gunluk gubre ve sehir kati attk kompostu uygun
duruma getirip, kurutarak, (<1 mm) boyutunda kullanmislardir. Endosulfani

ortama 20 mgkg'1 oraninda eklemislerdir. Endosulfan élgimu 1, 8, 15, 22,
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29, 43 ve 57. gunde gercgeklestirmiglerdir. Endosulfani topraktan aseton ile
ekstrakte etmiglerdir. Sonuglar, a-endosulfanin yarilanma omrl, kimes
hayvanlari yemek artiklarinda 15 gun (T+;), diger aritimlarda ise 22 gunde
(T+) gostermigtir. B-endosulfanin yarilanma Omrua ise kimes hayvanlari
yemek artiklarinda 22 gunde (Ty,), sehir kati atik kompostunda 57 ginde (Ty,)

gerceklestigini gostermiglerdir.

Shivaramaiah vd. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Avusturalya’da
Namoi ve Hawkesbury irmaklarindan gelen sularda bulunan farkli pH (5, 7,
ve 9) degerleri kullanilarak endosulfanin pargalanmasini arastiriimistir.
Calisma sonucunda; endosulfanin pH=5te dengeli oldugu, pH=7 ve pH=9'da
kimyasal hidrolizi ile gideriminde artis gorliimustir. pH=8.3’de nehir suyunda,
endosulfan sulfatin endosulfanin kaybolmasina paralel olarak arttigi, yuksek

pH nedeni ile endosulfan diolinde olustugu gértlmustar.

Aslan ve Turkman (2006) yaptiklari ¢alismada igme sularindan nitrat ve
endosulfan (a+p), fenitrothion ve ftrifluralin pestisitlerinin uzaklastiimasinda
biyolojik denitrifikasyon yontemi uygulamislardir. Calismada % 95’e ulasan
pestisit giderimine ulasmiglardir. Aslan ve Turkman, (2004), farkli bir
calismada, endosulfan gideriminin bugday samani Utzerine adsorpsiyonu ile

% 21.3’0 ve biyolojik aktivite ile % 68.2’si gerceklestigini belirlemislerdir.

Lee vd. (2006) yaptiklar calismada endosulfanin biyolojik pargalanmasi igin,
endosulfan ile kirlenmis tarimsal topraklardan bakterileri izole etmislerdir.
izole edilen bu bakteriler ile endosulfan ve endosulfan siilfatin pargalanmasi
calisilmis ve tek karbon kaynagi kullanilarak endosulfan veya endosulfan
sulfatin varliginda KS-2P bakterisi izole etmiglerdir. KS-2P 16 rDNA siralama
analizi Pseudomonas sp. olarak tanimlamiglardir. Endosulfan (23.5 g/mL)
yada endosulfan sulfat (21 g/mL) biyolojik pargalanma oranlari sirayla 52%

ve 71% olarak belirlemiglerdir.
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Kumar ve Philip (2006 a) tarafindan endosulfan ile kirlenmis topraktan izole
edilen Ug¢ bakteri kiltaru ile endosulfan pargalanabilirligi arastiriimistir. Kesikli
deneylerde bakterilerin ortakhdinda calismiglardir. Endosulfan ve onun
metabolitleri (endosulfan sulfat, endosulfan eter, endosulfan lakton gibi)
parcalanma potansiyelleri anaerobik kosullarda arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda, Staphylococcus sp. beta endosulfani kullanmaya egilimli iken,
diger iki Bacillus alfa endosulfani kullanmaya tercih ettigi ve dekstroz gibi ek
karbon kaynagi kullaniimasinin endosulfanin parcalanmasini etkiledigini

belirlemislerdir.

Kumar ve Philip (2006b, 2006c) yaptiklari calismada endosulfan Ureten
endustrilerin etrafindan topladiklari kirletiimis topraklardan Staphylococcus
sp., Bacillus circulans-I ve —II iceren karigik kultir ortami hazirlamiglardir.
Karisik bakteri kdltir ortaminda, 50 mg/L baslangic endosulfan
konsantrasyonunda havali ve fakultatif havasiz kosullarda, kesikli deneylerle
calisarak endosulfanin pargalanmasini arastirmislar. Calismalar 3 haftalik bir
inkibasyon periyodu sonunda, aerobik ve fakultatif anaerobik kosullarda
endosulfanin  sirasiyla  %71.58t0.2 ve %75.88+0.2 pargalandigini
bulmuslardir. Ek karbon kaynagi olarak dekstroz eklenmesi her iki kosulda
endosulfanin pargalanmasini arttirdigini ve sistemin pH’sinin endosulfanin
parcalanmasini  6nemli derecede etkiledigini  belirlemiglerdir.  Alfa
endosulfanin pargcalanmasinin beta endosulfan ile es dizeyde oldugu
sonucunu elde etmislerdir. Ayrica minyatur laboratuvar Olgekli reaktorde,
toprakta endosulfanin pargalanmasini ¢alismiglardir. Biyolojik parcalanma
deneylerinde Kkilli toprak, kirmizi toprak, kumlu toprak, ve kompostlagsmis
toprak  kullanmiglardir.  Endosulfanin  minyatlr toprak reaktérlerde
parcalanmasi, aerobik ve anaerobik kosullarda deneysel calismalari
gerceklestirmislerdir. Calismalar sonucunda; 4 hafta sonra kirmizi toprakli
reaktorde %95.48+0.17 oraninda endosulfanin pargalandigi, %38,1+1
oraninda neme sahip kompostlu toprak | ve %45 %1 oraninda neme sahip
kompostlu toprak Il de sirasi ile %96,03+ 0,23 ve %94,84+0,19 oraninda
parcalandigini belirlemislerdir.
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Shivaramaiah ve Kennedy (2006) endosulfan metabolitlerini pamuk tarimi
yapilan tarla topragindan izole etmis ve endosulfandan, endosulfan sulfat
olustugunu gostermislerdir. Bu galismada, bakterilerin 3 gln iginde bilesigin
%50 sini pargaladigi belirlenmigtir. GC’de yapilan analizler endosulfan
sulfatin zaman iginde olusan UrUnlerini ve metabolitleri disindaki GrGnleri

inkUbasyon suresince bigimlendigini gostermigtir.

Hussain vd. (2007) endosulfanin biyolojik pargalanmasini U¢ farkli mantar
susu kullanarak (C. stromatoides, A. terricola, ve A. Terreus) farkh pH
degerlerinde calismiglardir. Calisma sonucunda, Ug farkli mantar tirQ iginde
maksimum biyolojik pargalanma alfa ve beta endosulfan icin pH=6'da
oldugunu godzlemiglerdir. Sicakligin, endosulfanin pargalanmasi Uzerine
etkisini (20-45°C) arastirmislardir. Endosulfanin iki izomerinin (25-35°C)
inkibasyon sicakliklarinda biyolojik olarak parcalandigini belirlemislerdir.
Maksimum biyolojik parcalanma 30°C’de gdzlemislerdir. Endosulfanin iki
izomerinin de biyolojik pargalanmasi 45°C’de % 36 iken, 30°C’de % 90’dan
daha fazladir. Farkh sicakliklarda endosulfanin iki izomerinin pargalanmasi
arasinda ¢ok dnemli bir farklilik yoktur. Ug mantar turt farkli sicakliklarda
benzer durum gostermigtir. Yuksek inkubasyon sicakliklarinda, daha ¢ok
abiyotik parcalanma meydana geldigini gézlemiglerdir. Calismada, ortam

pH’sinin biyolojik par¢galanma ile dustigu rapor edilmistir.

Kumar vd. (2007) pestisit ile kirlenmis topraklardan elde ettikleri karisik
bakteri kiltirinU kullanarak kesikli reaktérlerde endosulfanin biyolojik olarak
parcalandigini gézlemlemiglerdir. Karisik mikroorganizma kualtard, iki haftalik
inkiibasyon doéneminden sonra a ve B endosulfani sirasi ile %73 ve %81
oraninda pargalayabilmistir. Ayrica, yapilan toksisite galismalarinda karisik
mikroorganizma kultirinin endosulfanin  toksisitesini  dnemli oranda
azaltmakta oldugunu belirlemislerdir. Calisilan iki bakteri tGrinUin
Stenotrophomonas maltophilia ve Rhodococcus erythropolis oldugu 16S
rRNA teknigi ile gorulmustar.
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Kumar vd. (2008a) endosulfan ile kontamine olmus topraktan elde edilen
Ochrobacterum sp, Burkholderia sp, Pseudomonas alcaligenes,
Pseudomonas sp. ve Arthrobacter sp. turlerinin 7 giin sonunda a-endosulfani

%57-90 ve B-endosulfani %74-94 oraninda pargaladigini rapor etmislerdir.

Kumar vd. (2008b) karisik bakteri kilturi ile endosulfani tek karbon kaynagi
olarak kullanarak, endosulfanin biyolojik pargalanma surecini arastirmislardir.
Karigsik bakteri turunin 20 gunde alfa endosulfanin  %72’sini, beta

endosulfanin ise %87’sini pargaladigini belirlemislerdir.

Arshad vd. (2008) Pseudomonas aeruginosa turl ile alfa ve beta
endosulfanin pargalanmasini arastirmislardir. Endosulfanin iki izomerinin
parcalanmasi pH=8 ve 30°C sicaklikta basarmislardir. Bu kosullar altinda,
alfa ve beta endosulfanin %85den fazlasi giderilmekte oldugunu

belirlemiglerdir.

Goswami vd. (2009) endosulfanin biyolojik par¢calanmasi i¢cin mantar kaltaru
ile calisilmistir. Aspergillus sydoni tird 18 gin sonunda a-endosulfani %95,

B-endosulfani ise %97 oraninda parcaladigini belirlemislerdir.

Goswami ve Singh (2009) Bordetella sp. B9 turid 18 gun sonunda, a-
endosulfani % 80 ve p-endosulfani % 86 oraninda pargaladigini

bulmusglardir.
Li vd. (2009) tarafindan yapilan calismada, Achromobacter xylosoxidans
CS5 tird ile endosulfan pargcalanmasini ¢calismiglardir. Bu bakteriyi topraktan

izole etmislerdir.

Singh ve Singh (2010) zenginlestirme teknigi ile topraktan endosulfan

parcalayan bakteri tiriinii izole etmis ve tanimlamistir. izole edilen
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Achromobacter xylosoxidans turlu alfa endosulfani %94,12, beta endosulfani

ise %84,52 oraninda parcalamistir.

Bajaj vd. (2010) Pseudomonas turlerinin endosulfan ile kirlenmis topraklarin
iyilestiriimesinde kullanilabilecegini rapor etmiglerdir. Bu turin a-endosulfani
ve endosulfan sllfati  parcalarken [(-endosulfani pargalayamadigini

belirtmiglerdir.

Banasiak vd. (2011) tarafindan elektrodiyaliz membran ile endosulfan
sorpsiyonunu arastirmislardir. Elektrodiyaliz membranin endosulfani yuksek

oranda adsorbe ettigini gozlemislerdir.

Verma vd. (2011) tarafindan Hindistan’da toprak solucaninin (Metaphire
posthuma) barsagindan izole edilen Rhodococcus MTCC 6716 taru
endosulfanin biyolojik pargalanmasinda kullanmiglar. Calismada maksimum
blylime igin optimum kosullar; endosulfanin parcalanmasi, regrasyon
denklemi, yarilanma émru ve korelasyon katsayisi belirlemislerdir. Bakterinin
maksimum biyiimesi sivi besiyerinde pH=7, 30°C ve 0,085 M sodyum kloriir
konsantrasyonunda gdzlemiglerdir. Endosulfan Rhodococcus tarafindan
toksik metabolit Gretmeden 15 glnde korelasyon katsayisi (-0,728) ve

yarilanma émru 5,99 gun ile %97,23 oraninda pargaladigini belirlemiglerdir.

Yukarida Ozetlenen bilimsel yayinlar, endosulfanin sinirli  sayida
mikroorganizma tirl (bakteri mantar) tarafindan tek kiltir veya c¢oklu
popllasyon olarak parcgalanabildigini, yidksek pH’nin endosulfanin
parcalanmasinda olumlu etkisi oldugu, mikroorganizma turlerinin endosulfan
izomerleri arasinda tercih yaptigini ortaya koymaktadir. Karisik kulttrler
(mikrobiyal konsorsiyumlar) endosulfan gideriminde daha etkili olmaktadir.

Toprak ve yer alti suyunda rastlanan pH degerlerinde (pHZ=7) aritim verimi

go6rece dusuktir. Endosulfanin biyolojik pargcalanma kinetik parametrelerinin

belirlenmesi Uzerine yapilmis ¢alisma sayisi birkag tane ile sinirli kalmigtir.
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Sonraki bolumde, ¢caligmanin hedefi ve deneysel ¢aligmalar hakkinda bilgiler

yer almaktadir.
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4. GALISMANIN AMACI ve HEDEFi
Calismanin amaci, dogal kosullarda (nétral pH) endosulfani pargalayabilen

mikroorganizmalar kullanilarak biyobariyer olusturmaktir.

Calismanin hedefleri asagidaki verilmigtir.

1. Endosulfani  pargalayabilen = mikroorganizma  tarinin  kaltar
zenginlestirme teknigi ile topraktan elde edilmesi

2. Mikroorganizma kulturinin uygun pH ve sartlarda endosulfani
parcalanabilirliginin belirlenmesi,

3. Ek karbon kaynagi kullaniimasinin endosulfanin pargalanmasi Uzerine
etkisinin belirlenmesi,

4. Bakteri kdlturunin gobzenekli ylzey uzerinde biyofilm olusturma
potansiyelinin belirlenmesi ve biyobariyer elde edilerek yerinde
iyilestirme potansiyelinin degerlendirilmesi

5. Elde edilen mikroorganizma kulturlerinin  biyobariyer olusturma
surecinin belirlenmesi ve endosulfanin kolon reaktérde aritiima

veriminin belirlenmesi amaclanmistir.

Calisma, yukarida belirtilen hedefler dogrultusunda yapilmistir. Calismalarin
yapllmasina karar verilirken, endosulfani pargalayan mikroorganizma
kultirandn endosulfan ile kirlenmis topraktan elde edilmesi hedeflenmemistir.
Endosulfan pargalanma kosullari belirlenirken, literatirde yapilan ¢alismalar
degerlendirilerek, mikroorganizmanin kolay parcaladigi glikoz ek karbon
kaynagi olarak belirlenmis, bagka karbon kaynagi secilmemistir. pH
calismalar igin iki deger belirlenmistir. pH degerlerinin belirlenmesinde
literatlr calismalari esas alinarak asidik ve alkali pH degeri secilmistir.
Biyobariyeri olusturmak igcin dolgu maddesi olarak zeolit secilmistir.
Mikroorganizma destek yulzeyi olarak zeolit kullaniimasinin nedeni, zeolitin
elektronegatif ylzey yogunlugu ve hammadde olarak duasik maliyetli

olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica yapilan literatir taramasi zeolitin
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daha once reaktif bariyer olarak kullaniimadigini gostermigtir. Calismanin
ana hedefi biyobariyer olusturarak endosulfan giderimini gerceklestirmek
oldugu icin modelleme, calisma kapsaminda ana hedef olarak ele

alinmamistir.

Literatir tarama c¢alismalari biyobariyer konusunda yayinlanmis eser
sayisinin 2010 yili itibari ile 110 adetten daha az oldugu, bu eserler arasinda
hakemli makale sayisinin 70 adetten daha az oldugunu gostermektedir.
Batlin bu galismalar iginde klorlu bilesiklere 6zel galisma sayisi 15 adettir.
SCl'da endosulfan giderimine yonelik hazirlanmis makale sayisi 18 adettir.
Konu ile ilgili yayinlanan makalelerin azligi konunun 6zgunligunu

vurgulamaktadir.
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5. DENEYSEL CALISMA YONTEMLERI, MATERYAL VE METOTLAR

5.1 Deneysel Yontemler

Biyolojik olarak endosulfani parcalayabilen mikroorganizmalarin belirlenmesi
ve bu mikroorganizmalardan biyobariyer olusturulmasi surecinde kullanilan
yontemler ve kimyasallar asadida verilmektedir. Tez calismalari sirasinda
kullanilan metodolojiyi ¢alisma kronolojisine uygun olarak, Sekil 5.1.de
gostermektedir. Sekil 5.1.’de belirtilen yontemler hakkindaki detayli bilgi bu
bolumun alt basliklarinda agiklanmaktadir.

« Topraktan Zenginlestirme Kiiltiir Teknigi ile Mikroorganizma Elde
1 Edilmesi

Mikroorganizma
Izolasyon 2
Calismalari

+ Mikroorganizma Izolasyon Calismasi

» Mikroorganizma Tanimlama Calismasi (PCR Teknigi)

' + GC /ECD endosulfan Analizi Metot Sartlarini Belileme ve Analiz igin
Endosulfan Kalibrasyon Calismasi

Analiz

Metodunun ' ]

Geligtirilmesi v Endosulfan Ekstraksiyon Calismasi

Eicesullan » Set-1 Kesikli Reaktoér Deneyleri (Endosulfanin Pargalanmasillina
Fotodegradasyonun Etkisinin Belirlenmesi)

parcalanmasi

icin kinetik
calismalar

» Set-2 Kesikli Reaktor Deneyleri (Endosulfanin Pargalanmasina, Ek
Karbon Kaynagi ve pH Etkisi)

« izleyici Test Calismalari

Deneyleri pH=8,4 de endosulfan parcalanmas |

« Set-2 Kolon Reaktér Deneyleri (ki kolon paralel gahistirlmis pH=6,5,
endosulfan parcalanmasi)

v * Mikroorganizma SEM galismasi
El.ektron e Zeolit SEM/EDScalismalari
Mikroskop
SEIMIEDIS + Kolon reaktor calismasi tamamlandiktan sonra zeolitin SEM/EDS
ELFOELETT calismalari

Kolon Reaktor v * Set-1 Ko_Ion Reaktdr Deneyleri (Birinci Kolon: pH=6,5 ‘de artim —Ikinci

Sekil 5.1. Deney Calismalarinda Uygulanan Yontemler
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5.1.1 Kullanilan kimyasallar
Deneysel calismalar sirasinda yuksek saflikta kimyasallar kullaniimistir.

Kimyasallarin formulasyonlari ve duUretici firmalar listesi, Cizelge 5.1.de
verilmektedir. Deneyler sirasinda, Hacettepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Uretim Tesislerinden alinan ultra safsu kullanilmistir.

Cizelge 5.1. Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Madde Forml Marka
Endosulfan(%99,5 saf) CyHeO6Cl50 Bayer Crop Science
Dipotasyum fosfat Ko,HPO, Merck
Mono potasyum fosfat KH,PO, Merck
Disodyum hidrojen fosfat Na,HPO,.7H,0 Merck
Amonyum klorir NH,CI Merck
Kalsiyum klortr CacCl, Merck
Magnezyum klorir MgCl,.6H,0 Merck
Sodyum klortr NacCl Merck
Magnezyum klortr MgCl,.6H,0 Merck
Kobalt klorir CoCl,.6H,0 Merck
Mangan klortr MnCl,.4H,0 Merck
Demir klorir FeCl;.6H,0 Merck
Cinko klortr ZnCl,. 7H,0O Merck
Bakir klor(r CuCl, Merck
Aseton C3HgO Merck
n-Hexan CeH1s Merck
Etanol C,HgO Jet Baker
Glikoz CeH1206 Merck

5.1.2 Mikroorganizmalarin Zenginlestirilmesi ve izolasyonu

Endosulfan, bitkilerin zararli organizmalardan korunmasi ic¢in topraga
uygulanan bir insektisit tliridir. Bu nedenle, endosulfani parcalayabilen
mikroorganizma kulturt elde etmek icin topraktan mikroorganizma kultarinun
kaltir ~ zenginlestirme  yontemi ile elde edilmesi amaclanmistir.
Mikroorganizmalar tabiatta saf halde bulunmadigindan dolayi, calismalarda

Ozelliklerinin incelenebilmesi ve tanimlama yapilabilmesi saf kultir halinde
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calisilmasi  gerekmektedir. Ancak mikroorganizmalarin  6zelliklerinin
incelenebilmesi ve tanimlamalarinin yapilabilmesi icin saf kultir halinde diger
organizmalardan ayri olarak elde edilmesi gerekmektedir.
Mikroorganizmalarin saf halde edilebilmesi iginde izolasyon islemi yapilir
(Benson, 2002).

Calisma kapsaminda, endosulfani pargalayabilen bakteri kiltari topraktan
kultlr zenginlestirme yontemi elde edilmigtir. Arastirma igin gerekli tirlerin az
sayida olduklar dusunuldigunde, izolasyon 6ncesi zenginlestirme tekniginin

kullanimi, bu organizmalarin izolasyon sansini buyuk oranda arttirmistir.

Bu amagcla asagida verilen galisma proseduru uygulanmistir (Benson, 2002):

1. 100 mL saf suya endosulfan ¢ozUinurlGgunu arttirmak igin 1 mL aseton
ve 1g endosulfan eklenir.

2. Mineral besi ortami hazirlanir. 250 mL erlenlere 50 mL konur ve agzi
tamponla kapatilarak 121°C de 20 dakika 1,06 bar basincta sterilize
edilir.

3. Sterilize edilen erlenler oda sicakligina geldikten sonra her bir kabin
icerisine her biri farkli boélgelerden getirilen 1 g toprak ve 0,1 g/L
endosulfan eklenir.

4. Surekli karistiricida oda sicakhginda calkalanir.

5. Bakteri klltiri elde edilen solisyondan 1mL alinarak tekrardan
endosulfan- mineral ¢ozelti igerisine aktarilir.

6. Endosulfanli besi agar ortami hazirlanir. Agar ortami sterilize
edildikten sonra oda sicakligina gelene kadar beklenir. icerisine 0,1
g/L endosulfan eklenir. Steril petri kaplarina ve yatik agara aseptik
sartlarda dokulur.

7. Bakteri kultirinden steril olarak 1 mL alinarak endosulfan-mineral
agara ekilir.

8. Plaklar 25°C’de inkiibe edilir.
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9. Inklibasyon sonucunda herhangi bir koloninin gelisip gelismedigi
kontrol edilir.

10. Temsili koloniler saklanmak Uzere yatik agar tuplerine transfer edilir

Kaltdr zenginlestirme teknigi sematik olarak, Sekil 5.2."de gdsterilmektedir.

KEolonielde stimek igin

Endomifin-mineral
hzorkmma
transfor ed il

Sekil 5.2. Kultur zenginlestirme teknigdi deney proseduru gosterimi.

Yukarida verilen bilgiler ¢ercevesinde, endosulfani parcalayan bakteri elde
etmek icin farkli alanlardan toprak getiriimigtir. Bilindigi kadari ile ¢calismada
kullanilan toprak turlerinde endosulfan uygulanmamistir (Kisisel gértismeler).
Toprak érnekleri alinirken 10 cm Ust 6rtl tabakasi kazilarak toprak alinmigtir.
Topraklarin getirildigi alanlar Sekil 5.3.’de, deney calismasi fotografi, Sekil

5.4.de gosterilmekte ve asagida belirtiimektedir;.

1) T-1: Artvin Hopa ilgesinden cay tarimi yapilan tarla

2) T-2: Artvin Hopa ilgesinde findik tarimi yapilan tarla

3) T-3: Artvin Hopa ilgesinde misir tarimi yapilan tarla

4) T-4: Artvin Savsat ilgesinden ceviz agaclari bulunan arazi
5) T-5 Artvin Savsat ilcesinde patates tarimi yapilan tarla

6) T-6: Ardahan ilinden getirilen Uzerinde higbir tarimin yapiimadigi toprak
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7) T-7 : Mersin ilinden domates tarimi yapilan tarla.

=Toprak

‘Topraklar | Alindig yer

- T-1,T-2,T-3= Artvin(Hopa)
=Artvin (Savsat)

(a0 0l0 20 T IIT et =Ardahan (Merkez)

JDataiS10, NOAA, US. Navy, NGA /GEECO) 3 I =rin (Merkez)

Sekil 5.4. Calisma sirasinda hazirlanan ¢alisma materyallerinin fotografik

gorunuma.
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Batin deney calismalarinda, mineral besi ¢ozeltisi kullaniimistir. Mikrobiyal

kaltarin zenginlegtiriimesinde kullanilan besi ortami Cizelge 5.2. ve Cizelge

5.3.’de verilmistir.

Cizelge 5.2 Calismada kullanilan besi ortami igerigi ve kimyasallar (Atlas,

2005).

Kimyasal Madde Konsantrasyon (mg/L)
K,HPO, 25,50
KH,PO, 65,25
Na,HPQO,.7H,0 100
NH,CI 195,10
CaCl, 82,50
MgCl,.6H,0 67,5
FeCls.6 H,O 0,75
Wolfe’s mineral solisyonu 10 mL/L

Cizelge 5.3. Wolfe’s mineral solisyon kompozisyonu (Atlas,2005).

Kimyasal Madde Konsantrasyon (g/L)
NacCl 1

COCIZ .6H,0 0,1
MnC|2.4H20 0,05
FeC|3.6H20 0,1

ZnC|2. 7H,0 0,1

CuCl, 0,01

Besi ortami belirlendikten sonra, topraktan endosulfani pargalayabilen bakteri
trd elde etme calismalari yapilmistir. Bu galismalar, takip eden baslik

altinda anlatilmaktadir.

5.1.3 Sterilizasyon Protokolleri
Sterilizasyon, calisma ortaminda veya kullanilan maddeler iginde bulunan

istenmeyen olasi canlilari yok etmek icin kullanilmistir. Metotta dezenfekte
edici kimyasal maddeler ve materyaller kullaniimaktadir. Deneysel ¢calismalar
sirasinda, sterilize edilecek madde ve malzemeye gore ve sterilizasyonda
kullanilacak alet ve metota gore farkl tipte sterilizasyon islemi uygulanmistir
(Benson, 2002).
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1. Kuru Sterilizasyon (Yakma veya alevden gegirme ile sterilizasyon):
Oze ve ok uglu igne gibi metalik aletler alevde yakilarak sterilize edilmistir.
Bunun icin 6ze ve igne, bunzen bek alevine dik vaziyette tutulur ve kor
olusuncaya kadar yakilmistir. Siringa ignesi, pens, cam esyanin agiz
kismi, cam ¢ubuk, lam ve lamel gibi malzemeler ise birka¢ kez alevden
gegirilerek sterilize edilmistir.

2. Buharl sterilizasyon:
Tlap, petri kutusu, pipet, erlenmayer, beher, mezir, balon joje gibi cam
malzemeler otoklavda (Niive OT032 marka) 121°C’'de 1 atm basingta 30
dakika sterilize edilmigtir.

3. Soguk Sterilizasyon:
Istya hassas solUsyonlar 0,22 um membran filteler kullanilarak sterilize

edilmistir.

5.1.4 Bakteri Kiilturlerinin Tanimlanmasi (Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Metodu)
Bakteri tanimlamada, basit ve yaygin olarak morfolojik analizler ve
biyokimyasal testler uygulanmaktadir. Bunlar; Saf Kiltir izolasyonu, Gram
Boyama, Katalaz Testi, indol Testi, Metil red (MR) Testi, Voges Proskauer
Testi, Sitrat Testi, Hareketlilik Testi, Yumusak Dik Agarli Besiyerinde
Hareketlilik Testi, Yas Preparasyon Teknigi, Flagella Boyama, Yontemi ile
Mikroskobik Hareketlilik Testi, Karbohidrat Fermantasyon Testi, Hemoliz
Testi Lisin Dekarboksilaz Testi, ONPG (B-Galaktozidaz) Testi, Ure Testi’dir
(Benson, 2002). Fakat bu ydéntemler uzun zaman aldigindan dolayi
bakterilerden insana kadar her tip organizmanin genetik tiplendiriimesinde en
hizli, ekonomik ve guvenilir uygulamalar Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR)na dayali yoéntemler kullaniimaktadir. PCR, klasik tanimlama
yontemlerin yanisira bakterilerin molekuler dizeyde tanimlanmasi amaciyla

yaygin olarak basvurulan bir teknik haline gelmistir (Stefan ve Atlas, 2001).
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen bir DNA bdlgesinin in vitro
olarak cogaltiimasini saglayan ve DNA molekulunin milyonlarca, hatta
milyarlarca kopyasini kisa zamanda yapmaya olanak saglayan bir tekniktir.
ilk olarak Kary Mullis bu teknige buginkii ismini vermis ve uygulamaya
koymustur ve bu fikri ile 1993 yilinda Nobel Kimya Oduli’'ni kazanmistir. Bu
teknikte tek bir gen bolgesi ¢ogaltilabilecegdi gibi, genin sadece bir pargasi da
cogaltilabilir. PCR ile genellikle 10 kilobaz (kb) uzunluga kadar DNA bdlgeleri
¢ogaltilabilmektedir, ancak bazi metotlarla bu uzunluk 40 kb'a kadar
ulasabilmektedir (Birben, 2006).

Calismada, kultir zenginlestirme teknigi kullanilarak topraktan izole edilen
bakteri turlerinin tanimlamasi PCR teknigi kullanilarak yapilmigtir. Bakteri
tird tanimlama c¢alismalari icin 16S rRNA Geni DNA dizi analizi yapilmigtir.
Bu galismalar Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi’nde hizmet alimi
olarak vyaptirlmistir. Asagida yapilan c¢alismalarin deney prosedurl

verilmektedir.

5.14.1 DNA izolasyonu
24 saatlik aktif kaltarlerden “Promega Wizard Genomic DNA Purification Kit”
ile DNA izolasyonu yapilmistir. Kitin protokoline uygun olarak izolatlarin

DNA’lari izole edilmistir.

5.1.4.2 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

16S rDNA dizilerinin gogaltildigi polimeraz zincir reaksiyonu, bakteri spesifik
27F (5’AGA-GTT-TGA-TCC-TGG-CTC-AG-3’) ileri (forward) primer ve 1492R
(5°GGT-TAC-CTT-GTT-ACG-ACT-T-3’) ters (reverse) primer kullanilarak
gerceklestiriimigtir.  50ul reaksiyon hacmi igin; 5ul 10X Taqg buffer
((NH4)2S04), 1l 10mM dNTP karisimi, 1ul 20pmol forward ve 1ul 20pmol
reverse primerler, 0.3ul 250U/ Taqg DNA Polimeraz, 2ul 25mM MgCl, ve
1.5pl 200ng DNA’dan olusan reaksiyon karisimi distile su ile hacmi 50ul’'ye

tamamlanmistir. 95°C’de 4 dak. baslangi¢ denatirasyon uyguladiktan sonra
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35 tekrar olmak Uzere 95°C’de 1 dak. denatirasyon, 58°C’de 1 dak. primer
baglanmasi ve 72°C’de 3 dak. zincir uzama evresi uygulandiktan sonra son
zincir sonlanma asamasi igin 72°C’de 7 dakika uygulanarak reaksiyon
gergeklestiriimistir. Elde edilen PCR urunleri kalip DNA molekult olarak

kullaniimigtir.

5.1.4.3 PCR uriinlerinin saflagtiriimasi

DNA dizi analizinden 6nce, elde edilen PCR reaksiyonu urltnleri, primerler ve
dNTP’ler gibi reaksiyon artiklarinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in “Promega
Wizard SV Gel and PCR Clean Up System” PCR urunu saflastirma kiti ile
saflastirlmistir. Saflastinlan PCR Granleri %2’lik agaroz jelde 1X TBE (Tris-

Borik Asit-EDTA) tamponu ile elektroforez iglemine tabi tutulmustur.

5144 DNA Dizi Analizi

5.1.4.4.1 Zincir Sonlanma Reaksiyonu (Sekans PCR Reaksiyonu)
Floresan isaretli dideoksinukleotidlerin kullaniimasiyla gergeklestirilen zincir
sonlanma reaksiyonu Beckman Coulter tarafindan verilen protokole uygun
olarak gerceklestiriimigtir. ‘Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Quick
Start Kit’ igerisinde bulunan master mix zincir sonlanma reaksiyonu igin
gerekli olan ddNTP, dNTP, DNA Polimeraz ve tampon ortamini ihtiva
etmektedir. Bir reaksiyon icin 4-6ul saflastirimis PCR Urlnt, 1.6 pmol ileri
veya geri primerden 2ul, “DTCS Quick Start master mix"ten 8ul, 4-6ul su
eklenerek son hacmi 20ul olan zincir sonlanma reaksiyonu kurulmustur.
Reaksiyon karisimina 96°C’de 20 sn, 50-55°C’de 20 sn ve 60°C’de 4 dk olan

termal dongu programi uygulanmistir.

5.1.4.4.2 Zincir Sonlanma Reaksiyonu Uriinlerinin Purifikasyonu

Elde edilen zincir sonlanma reaksiyonu urunlerinden reaksiyona katiimamig
olan ddNTP, dNTP ve primerlerin ortamdan uzaklastiriimasi i¢in Beckman
Coulter tarafindan agiklanan ‘Etanol Presipitasyonu’ protokoll uygulanmistir.

Bu protokole gore; zincir sonlanma reaksiyonu urunu steril 1.5ml tuplere
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alinip, 2ul 100mM Na-EDTA (pH 8.0), 2ul 3M Sodyum Asetat (pH 5.2) ve
‘DTCS Quick Start” kit tarafindan saglanan 20mg/ml glikojenden olusan
STOP solusyonundan 5ul eklenip karistinimig, 60ul %95’lik etanol eklenip,
15 dk 14000 rpm’'de (4°C) santrifuj edilmistir. Supernatan dokuldikten sonra
200ul %70’lik etanol ile 2 dk 14000 rpm’de (4°C) pellet yikanip ve
supernatant mikropipet yardimiyla uzaklastinlarak bu asama 2 kez tekrar
edilmistir. Tdpler ters cevrilerek, DNA peleti oda kosulunda kurumaya
birakilmistir. DTCS Quick Start igerisinde gelen formamidli karisimdan 40ul
eklenip hafifce vortekslenerek peletin ¢ozinmesi saglanmistir. Beckman
Coulter CEQ 8000 kapiler elektorforez sistemine uygun olan platelere
ornekler yuklenerek Uzerlerine birer damla mineral yag damlatilip, kapiler
elektroforez sistemine uygun olan tampon ortami ile birlikte sisteme

yuklenerek DNA dizi analizi gergeklestiriimistir.

5.1.5 Endosulfan Ekstraksiyon Protokoli
Endosulfan analizleri 6ncesi ekstraksiyon islemi sivi-sivi ekstraksiyon

yontemi (EPA 508.1) kullanilarak yapilmigtir. Ekstraksiyon isleminde agzi
vidali-teflon kapakl 15 mL’lik ekstraksiyon tupleri kullanilmigtir. Reaktérden 3
mL Ornek bu tuplere alinmig, Uzerine 3 mL hekzan ilave edilmis ve agzi
kapatilarak 5 dakika hizli karigtirmadan sonra fazlarin ayrilmasi i¢in 1 dakika
beklemeye birakilmistir. Fazlar ayrildiktan sonra Ustte kalan hekzan fazindan
1 mL alinarak o6lgim yapilmistir. Deneylerde ekstraksiyon verimliligi alfa
endosulfan igin %75,5, beta endosulfan i¢in % 100 toplam geri kazanim %98

olarak hesaplanmistir.

5.1.6 Endosulfan Analizleri
Endosulfan ve izomerleri (a- ve B-endosulfan) Agilent Technologies 6890N

Network gaz kromatografisi elektron yakalama detektori (GC/ECD) ile analiz
edilmigtir. Kolon sec¢iminde, literatirde yapilan ¢alismalar dikkate alinmistir.
Literatlirde, HP-5 kolon kullanilarak endosulfan analizleri yapiimistir (Saiyed
vd, 2003; Sakai, 2003; Broomhall, 2004). Calismada; analiz i¢in 30 m x 0.32
mm x 0.25 pm film kahnhginda HP-5 kapilar kolon, 2 pL enjeksiyon
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hacminde, splitless olarak galigiimistir. Yuksek kalitede helyum (He) tasiyici
gaz, supurucu (make-up) gaz olarak azot (N2) kullanildi. Dedektor sicakhigi
300°C ve enjektdr sicakhgl 250°C ‘de calistirildi. Baslangig kolon sicaklig
60°C de 0,5 dakika, 20°C/dakika sicaklik artisiyla 12 dakika tutularak
280°C’ye cikarildi. GC-ECD de alfa ve beta endosulfan analizi icin ayri

degerinde calisiimistir.

5.1.7 Kalibrasyon

51.7.1 Endosulfan stok cozeltisinin hazirlanisi:

Kalibrasyon icin hazirlanan 0,1 g/L’lik endosulfan stok ¢ozeltisi kullaniimigtir.
Bu amagla 1 mL aseton igerisinde 0,01 g endosulfan eklenerek endosulfanin
aseton igerisinde ¢o6zinmesi saglanmistir. Daha sonra Uzerine saf su
eklenerek 100 mL’ye tamamlanmistir. Ve 0,1 g/L lik endosulfan stok ¢ozeltisi

hazirlanmstir.

51.7.1.1 Kalibrasyon setinin hazirlanisi:

Kalibrasyon icin hazirlanan 0,1 g/L’lik endosulfan stok ¢dzeltisi kullaniimigtir.
Stok c¢ozeltiden seyreltme islemi yapilarak 100, 75, 50, 25 ve 10 ug/L lik
standart ¢oOzeltiler hazirlanarak a- ve (- endosulfan kalibrasyon grafikleri
hazirlanmistir. Endosulfanin iki izomeri oldugu igin alfa ve beta izomeri igin iki
ayri kalibrasyon tablosu olusturulmustur. Bu kalibrasyon degerleri ile analizler
gerceklestiriimistir. Endosufan analizi icin elde edilen kalibrasyon tablosu,
Ek.1.’de verilmektedir. Endosulfan alfa ve beta izomeri igin olusturulan
kalibrasyon grafikleri, Sekil 5.5.’de, Sekil 5.6.’de ve endosulfan alfa ve beta

izomeri 6rnek analiz sonug gosterimi, Sekil 5.7.’de verilmektedir.
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Sekil 5.6 GC/ECD’de Beta endosulfan analizi igin kalibrasyon grafigi.
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Sekil 5.7. Alfa ve beta endosulfan GC/ECD analiz sonucu ornek gosterimi.

5.1.8 Ekstraksiyon verimliligi

Endosulfan analizleri sirasinda, ekstraksiyon verimliligini hesaplamak igin
ekstrakte edilen orneklerin ylizde olarak geri kazanilabilirligine bakilmistir.
Cizelge 5.4.de alfa endosulfan, Cizelge 5.5."de beta endosulfan ve Cizelge

5.6.’da toplam endosulfan icin ekstraksiyon verimlilikleri verilmektedir.

Ekstraksiyon isleminde geri kazanma verimliligi, asagida verilen formilasyon

ile hesaplanmistir.

RE = (M) x100

VNxCst (5' 1)

Burada, RE : Geri kazanma verimliligi (%)

Vp : Ekstraksiyonda kullanilan pentan hacmi, mL
VN : Ekstraksiyonda kullanilan érnek hacmi, mL

EN : Ekstakt edilen 6rnegin cihazda okunan konsantrasyonu, mg/L
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Cst : Kalibrasyon standardinin konsantrasyonu, mg/L

Cizelge 5.4. Alfa endosulfan icin ekstraksiyon verimlilikleri

Okuma sonuglari
a-Endosulfan (ug/l)| 1 2 4 | Ortalama|% RSD | % RE
25 21,8/20,6/20,1(20,3| 20,7 0,8 | 828
50 41,6/38,4|32,4(23,2| 33,9 8,1 | 67,8
75 61,1145,948,7(52,8| 52,1 6,6 | 69,5
100 87,4182,8| 78 |79,5| 81,9 42 | 819

Cizelge 5.5. Beta endosulfan igin ekstraksiyon verimlilikleri
Okuma sonuglari

B-Endosulfan (ug/l)| 1 2 3 4 |Ortalama|% RSD | % RE
25 36,3 | 34,2 | 339 | 34,7 34,8 1,1 139,21
50 67,1616 | 51,8 | 37 54,4 13,2 [108,8
75 96,5 (69,1 | 72,3 | 80 79,5 12,2 |106,0
100 139,6]131,5/122,6]126,3| 130 7,4 130

Cizelge 5.6. Toplam endosulfan icin ekstraksiyon verimlilikleri
Okuma sonuglari

> -Endosulfan (ug/l)| 1 2 3 4 | Ortalama|% RSD |% RE
25 58,1 | 54,8 | 54 | 54,7 55,4 1,8 |110,8
50 108,7|100,1| 84,2 | 60,3 88,3 21,3 | 88,3
75 157,7]115,1| 121 |132,9| 1317 18,9 | 87,8
100 227,1|214,3|200,6|205,8| 212,0 11,6 |106,0

Yapilan analizlerde, bagil standart sapmanin (RSD) % 22’nin altinda,

ekstraksiyon verimliliginin ( % RE ) % 87 -139 arasinda degistigi gérulmustar.

5.2 Glikoz Analizi

Endosulfanin biyolojik parcalanmasinda ek karbon kaynaginin etkisini
belirlemek amaci ile glikoz iceren dizenekler kullaniimistir. Glikoz analizi,
Dubois yontemi kullanilarak gerceklestiriimistir (Dubois vd., 1956). Yéntem
kolorimetrik esaslara dayalidir. Glikoz icerisinde bulunan metil eter

gruplarinin, fenol ve konsantre siilfirik asitle reaksiyona girmesi sonucu
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olusan sari turuncu rengin spektrofotometre de 6lgulmesi sonucunda, glikoz

miktari tespit edilir. Glikoz 6l¢im proseduru, asagida belirtiimigtir.

= Bidistile su kullanilarak % 80 lik fenol ¢dzeltisi hazirlanir.

= 2 mL’lik érnekler Uzerine, hazirlanan %80’lik fenol ¢ozeltisinden 0,05
ml ilave edilir.

= Bu ornekler Gzerine 5 mL konsantre H,SO, ilave edildikten sonra
vorteks ile karistirilir.

=  Ornekler dncelikle 10 dakika oda sicakliginda, 15 dakika ise 30 °C'ye
ayarlanmis su banyosunda bekletilir.

= 490 nm dalga boyunda spektrofotometre de absorbans degeri okunur.

Sahit numune olarak bidistile su kullaniimistir. Sekil 5.8.’de glikoz dlgimleri

sirasinda kullanilan kalibrasyon egrisi verilmektedir.

25
~ y = 112,56x + 0,4967
32 R? = 0,999
g 15 /
)
0
g
m®
")
5
X 9 /
0 T T T T

0 0,05 0,1 0,15 0,2
Absorbans (490 nm)

Sekil 5.8. 0-20 mg/L arasindaki glikoz olgimlerinde kullanilan kalibrasyon

egrisi.

5.2.1 Mikroorganizma Kiitlesinin Belirlenmesi
Biyolojik proseslerde hicre buyumesi, kullanilan organik ya da inorganik

substratlara dogrudan baglantilidir. Bakteriyel buyime neticesinde olusan
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yeni hucrelerin miktarinin tespiti ya da bir diger deyisle bakteriyel buyumenin
OlcimU cesitli parametrelerle yapilabilir. Bunlardan en ¢ok kullanilanlari
ugucu askida kati madde tayinidir. Bakteri hucresi yaklasik olarak %85
oraninda organik yani ugucu maddeden, yaklasik % 15'i inorganik maddeden
ibarettir. Tum biyolojik reaktor dizaynlar substrat ve nitrientlere gore kutle
dengesi ifadeleri yazilarak yapilir (Metcalf ve Eddy, 2003). Bu nedenle
calisma kapsaminda mikroorganizma kutlesinin belirlenmesi ¢alismalari

asagida belirtilen metot ile yapiimistir.

Kesikli reaktor deneylerinde, mikroorganizma kutlesinin belirlenenebilmesi
icin reaktorlerin her birinden 10 mL numune alinmis numune krozelere
bosaltilarak 105°C firinda 24 saat siire ile bekletilerek su ucurulmus ve kalan
kati maddenin nemden etkilenmemesi ve tam kurumasi icin desikatorde oda
sicakligina gelene kadar bekletilerek tartilmistir. Toplam Kati Madde (TKM)
miktari ise 550°C de 5 saat siire ile numunelerin yakilmasi sonucu elde

edilmistir.
Hesaplamalarda asagidaki formul kullaniimistir.

Toplam Kati Madde= (A-B)x1000/ml numune (5.2)

Burada;
A= Kroze + numune tartimi (mg)

B= Krozenin darasi (mg)

Toplam Ugucu Kati Madde= (A-B)x1000/C (5.3)

Burada;

A= Kroze + igindeki kati madde (firrnda yakmadan 6nce) (mg)
B
C

Krozenin + icindeki kati madde (550°C firinda yaktiktan sonra

ml numune
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Deneysel caligmalarda sivi ortamdaki mikroorganizmalarda go6zlenen
degisimler, 600nm dalga boyunda yapilan optik yogunluk ol¢cumleri ile
belirlenmistir.

Mikroorganizma buylme grafikleri elde etmek icin optik yogunluk (600nm)
degerine karsilik gelen mikroorganizma degerinin kutle cinsinde ifadesi igin
asagida verilen kalibrasyon grafigi olusturulmustur. 600 nm dalga boyunda,
Olcilen optik yogunluk degerinin mikroorganizma kutlesi cinsinden ifade

edilmesi icin kullanilan kalibrasyon grafigi, Sekil 5.9.’da gosterilmektedir.

300

y =13563x + 10,53

250
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BO oo oo

0 0,005 0,01 0,015 0,02
Optik Yogunluk (600nm)

Sekil 5.9. 600 nm dalga boyunda dl¢llen optik yogunluk degerinin kutlesel
olarak mikroorganizma degeri kalibrasyon grafigi

5.3 Elektron Mikroskop ve Enerji Yayiliml x-lIsini Spektroskopi

Elektron mikroskop c¢alismalari, zeolitin ylzeyinde olusan biyofilmi ve izole
edilen mikroorganizmalarin yuzey oOzelliklerini belirlemek amaci ile
yapilmistir. Enerji Yayilimh X-Isini Spektroskopisi ¢alismasi ise zeolitin ve
zeolit ylizeyinde biyofilm gelismesi sonucunda kimyasal karakterizasyonunu

belirlemek icin kullaniimigtir. Deney proseduru agagida belirtiimektedir.
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Elektron Mikroskop goruntileme ve Enerji Yayilimli X-Isini Spektroskopi
(Energy Dispersive X-Ray Spectrometry, EDS) analizleri Hacettepe
Universitesi Mihendislik Fakdltesi Jeoloji Mihendisligi Bélimi Elektron
Mikroskopi ve Mikroanaliz Laboratuvarlarinda gergeklestiriimigtir. Analizler
sirasinda Carl Zeiss EVO-50 EP Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ile
tumlesik Bruker-Axs XFlash 3001 SDD (Silicon Drift Detector) EDS cihazi

kullaniimigtir.

Zeiss EVO 50 EP taramali elektron mikroskop hem ylksek hem de dusuk
vakum (~3000 Pa) kosullarinda calisabilmektedir. Elektron kaynagi W
filaman olup, ivmelendirici gerilim 500V-30 kV arasinda degistirilebilmektedir.
Uygun kosullarda disuk vakum altinda 4,5 nm, yuksek vakum altinda ise 3

nm ¢o6zunudrlik elde edilebilmektedir.

Cihaz, 127 eV enerji ¢ozunurligline sahip, sivi sogutma gerektirmeyen
Silicon Drift (SDD) tip X-1sin1 dedektorl iceren Bruker-Axs Xflash 3001 eneriji
dagihm spektrometresi (EDS) ile atom numarasi 5-92 arasinda olan tim

elementler kalitatif, yari kantitatif ve tam kantitatif olarak olculur.

Analizler; 50°C’de sicaklikta tamamen, érnegin suyu buharlastiriima islemi
yapilarak yuksek vakum kosullarinda, yuzeylere iletkenlik saglamak igin
Polaron TB500 ve EMS SC-3200 ile karbon buhari kaplandiktan sonra
gerceklestirilmistir. Mikrograflari gekmek icin gerekli calisma kosullari, 25 kv
ivmelendirici gerilim, 8 nA demet akimi, 45 saniye 6lgme zamani, 10 mm

odak mesafesi olarak belirlenmistir.

5.4 GCahsmada Kullanilan Reaktorler

Deneysel calismalarda, kesikli reaktor ve kolon reaktor olmak Uzere iki tip
reaktor kullaniimigtir. Kesikli reaktorler, karisik mikroorganizma kulturinun
endosulfani  parcalama  verimliligi,  kirleticinin  parcalanmasi  igin
mikroorganizmalarin Uretilmesi ve mikroorganizmalarin Ureme kinetiklerinin

belirlenmesi gibi mikrokozm c¢alismalari gerektiren uygulamalarda; kolon
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reaktorde ise gozenekli yuzey Uzerinde mikroorganizmalarin biyobariyer
olusturma potansiyelinin belirlenerek ve aritim verimi belirlemek amaci ile

kullaniimigtir.

5.4.1 Kesikli reaktor
Mikroorganizmalarin endosulfani biyolojik olarak pargalama parametreleri

kesikli reaktorler kullanilarak belirlenmigtir. Kesikli reaktdr olarak 1000 ml
cam erlenler kullaniimigtir. Fotodegradayon etkisini belilemek igin yapilan
calismada, 1sik kaynagi olarak gun 1sig1 kullaniimistir. Endosulfanin
fotodegradasyonunu onlemek icin erlenlerin etrafi aliminyum folyo ile
sarilarak 11k gegisi engellenmistir. Deney calismalarinda bidistile su
kullanilmigtir. Kesikli reaktérlerde 1000 mL lik erlenlere 600 mL bidistile su
konulmugtur.  Mikrokozmlarin igine kimyasal maddeler eklenmigtir.
Hazirlanan kesikli reaktdrlere mineral besi ortami eklendikten sonra agzi
tamponla kapatiimistir. 121°C de 1,06 bar basingta 30dakika, otaklavlianarak
sterilize edilmistir. Otoklavdan cikarilan reaktorler oda sicakhigina (25°C+2)
gelene kadar bekletilmistir. Sogutulduktan sonra, laminer akigl kabin iginde
steril olarak 100 pg/L endosulfan enjekte edilmis ve 1 mL mikroorganizma
kaltdru ilave edilmistir. Reaktorlerin agzi tamponla kapatildiktan sonra 150
rom hizda (Labcon, 3100U) calkalayici Gzerine konulmus ve karistirma
islemi surekli olarak uygulanmistir. Reaktorlerdeki mikrobiyal ureme, belirli
zaman araliklarinda 1 mL 6rnek Uzerinden yapilan optik yogunluk olgumleri
ile belirlenmistir. Bu amacla, UV dijital spektrofotometre (Dr.Lange Cadas
200 spechtrofotometer) kullanilarak 600 nm dalga boyunda él¢ilmustar. pH
ayari 0,AN NaOH ve 0,1N HCI yapimistir. pH o6lgimleri Orion marka
(81028NUWP ROSS Ultra Combination PH meter) pH metre ile dlgliimustar.

Ayrica havalandirmali ve kesikli olarak hazirlanan reaktérlerde endosulfanin

parcalanmasi Uzerine ek karbon kaynagi etkisini belirlemek icin glikoz (4

mg/L) eklenerek deneyler yapilmistir.
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5.4.2 Kolon Reaktor

Kolon reaktér deneyinde, kultir zenginlestirme ydntemi ile topraktan elde
edilen ve kesikli reaktdor deneylerinde endosulfan pargalanma verimliligi
belirlenen mikroorganizmalar ile deneyler yapiimistir. Dolgu materyali olarak
Manisa (Gordes) yoresi dogal zeolit kullaniimistir. Goézenekli yuzey olarak
kullanilan zeolit ylzeyinde mikroorganizmalarin biyobariyer olusturma
potansiyeli belirlenerek kirleticinin aritma verimi belirlenmeye calisiimistir.
Deneylerde kullanilan kolon reaktorler, seffaf pleksiglas malzemeden
yapilmistir. Kolon reaktortin 6zellikleri Cizelge 5.7.’de, deney duzenegdi Sekil

5.10.’de gosterilmistir.

Kolon reaktorlerde dolgu maddesi olarak, dogal zeolit kullaniimistir.
Kullanilan zeolitin gbézenek c¢apini belilemek amaci ile elek analizi
yapilmistir. Gézenek ¢api 0,85, 0,425, 0,25, 0.16 mm ve 0,075 mm olan
eleklerle elenmis ve kullanilan zeolitin gbézenek c¢ap buylkliglu dagilim

yuzdesi belirlenmigtir. Elek analiz sonuglari, Ek 2.’de verilmektedir.

Cizelge 5.7.Kolon reaktdrin dzellikleri

Kolon dis ¢api (cm) 5

Kolon i¢ ¢api (cm) 4,6
Kolon ylksekligi (cm) 33
Ortalama Tane Capi (mm) 0,5-1,18
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Ortalama Tane Capi:
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%
'-. 0,5—-1,18 mm
\_ @ . Besleme Tanki

1
2. Perilstatik Pompa
3. Vana
4. S Girisi
5. DolguluKolon
6. Sivi Cikisi
2
Q‘ T
P0O101
Sekil 5.10. Deney duzenegi
54.2.1 Kolon Reaktoriin Doldurulmasi

Reaktérde, homojen gdzenek yapisi elde edebilmek igin, yas doldurma
yontemi kullaniimigtir. Deney kolonu, zeolit ile doldurulurken, dncelikle bos
olan kolona bir miktar mineral besi ¢ozeltisi ilave edilmis, ¢ozelti tGzerine bir
miktar zeolit ilave edilerek, basing uygulanmis ve iyice sikismasi
saglanmistir. Bu sekilde kolon kademeli olarak besi ¢ozeltisi ve zeolit ile

doldurulmustur.
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5.4.2.2 Kolon Reaktoriin Deney Duzenegi

Deneyler esnasinda, cam kap igerisine zeolit, tasinimi izlenecek olan iz
madde, besi ve 100 pg/L endosulfan konulmustur. Endosulfanin
fotodegradasyonunu oOnlemek icin cam kabin etrafi aliminyum folyo ile
sarilmis ve perilstatik pompa yardimi ile dolgulu kolon reaktére beslenmigtir.
Kolona besi ¢ozeltisi deney suresince surekli olarak verilmistir. Kolonda
dolgu maddesi olarak kullanilan zeoliti kolonda tutarak akisi saglamak igin
kolon giris ve c¢ikis noktalari, gbzenek c¢api zeolit taneciklerinin gegis
yapamayacag! fakat sirkilasyonu engellemeyecek boyutta olan plastik tel ile
kapatilmigtir. Giris noktasindaki tel, gelen akimi homojen bir gsekilde

dagitabilmek amacli kullaniimistir.

Deneyler sirasinda su sirkilasyonu, perilstatik pompa ile saglanmistir.

Kolondaki akis hizi, perilstatik pompanin hiz ayari ile saglanmigtir.

5.4.2.3 Kolonda Tutulan Mikroorganizma Miktarinin Belirlenmesi

Kolon reaktoriin giris kismindan baslayarak kolon boyunca 5, 10, 15, 20, 25
cm ve cikis kismi olan 30 cm’den homojenize edilerek alinan zeolit
orneklerinin, TKM ve Toplam Askida Kati Madde (TAKM) analizleri
gerceklestirilmistir. Alinan zeolit 6rnekleri, krozelere konularak etlivde 105
°C’de 24 saat kurutulup, desikatérde sogutulduktan sonra tartilarak TKM
degerleri belirlenmistir. TUAKM tayininden sonra krozeler firinda 550 °C’de 5
saat yakilip desikatorde sogutulduktan sonra alinan tartim degerleri ile ugucu
katilarin  miktari hesaplanmistir (Standart Methods, 1998). Kolon

reaktorlerden alinan zeolit érneklerinin fotografi, Sekil 5.11.'de verilmektedir.
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Sekil 5.11. Kolon reaktérden alinan zeolit érneklerinin fotografi A) Kolondan

cikarildiktan hemen sonra B) 550°C’de yakildiktan sonra.

5424 Kolonda Taginim Deneyleri-iz Madde Testi
Kolon reaktorde, biyobariyer olusumu ve reaktorin hidrodinamik kosullarini

belirlemek amaci ile iz madde belirleme ¢alismalari yapiimistir.

Deney calismalarinda, model biyobariyer olarak dikey konuglandiriimis
piston akigsh kolon reaktdr kullaniimistir. Biyofilm gelisimi i¢in dolgu
malzemesi olarak, Manisa (Gordes) yodresinden getirtlen dogal zeolit
kullanilmigtir. Kolon reaktorde, izleyici taginim deneyleri mikroorganizmalar
kolona asillanmadan oOnce, kolonun akis oOzelliklerini belirlemek ve
mikroorganizma asilandiktan sonra biyofilm gelisimini belilemek amaci ile
kullanilmigtir. Bu amagla dolgulu kolona uygun (ylizeyle en az etkilesen ve
biyofilme zarar vermeyecek) iz maddenin belirlenmesi amaciyla CaCl,, KCI

ve NaCl ile deneysel calismalar yapilmistir.

5.4.2.5 E -Egrisi Bulunmasi i¢in Deneysel Metot

Bu metot ile izleyici testler sonucunda elde edilen verileri kullanarak biyofilm
olusturma ve kolon reaktor akisg sartlarindaki degisiklikler belirlenmigtir.
Akiskan elementler reaktér boyunca farkli yonlerden degisik zamanlarda
gegerler. E egrisi ile akigkanin reaktorden gegmesi icin gegen zaman
bulunur. E egrilerine ¢ikis yas dagilimi ya da reaktorde kalma suresi dagilimi
RTD denir. Akigskanin reaktérde kalma siresine RTD de denir. E birimi

zaman™ dir.
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JyEdt=1 [-] (5.4)

E egdri bulmanin en basit yolu fiziksel veya tepkisel olmayan bir izleyici
kullanmaktir. Bununla birlikte 6zel amaglar igin reaktif izleyici kullanmak
isteyebiliriz. V (m*s) akis hizinda V hacmindeki bir kap icin E egrisini
bulunur. Kaba giren M biriminde akiskan (mol yada kg) izleyici i¢in ve kaptan
ayrilan izleyicininin konsantrasyon - zaman kayit edilir. Bu C egrisidir. Kap

icin madde dengesinden;

[ Cpik egrinin

© kg.s
‘A= dt=Y.C At =4 |kes _
altinda kalan alan] fo C.dt =¥, C; At ] (5.5)

. - . . o0

[Cplk egrinin] — _ [, tcdt _ Yit;ciht; v (s]

't =% =~ —
ortalamasi Jocdt T TitiCiAy v

(5.6)

5.5 Zeolitin Kimyasal Karakterizasyonu

izleyici kimyasallarin ve endosulfanin zeolit yapisinda meydana getirdigi
kimyasal degisikligi anlamak icin elektron taramali X-ray
spektrofotometresinde (EDS) zeolitin kimyasal karakterizasyonu yapilmistir.
Bu metot, gesitli ugucu kullerin kimyasal karakterizasyonunda (Kutchko ve
Kim, 2006), biyolojik indikatorlerin yuzeyindeki kimyasallarin
karakterizasyonunda (Szynkowska vd, 2008), toprakta bakir analizinde
(Sayen vd, 2009), denizde tas <capalarin U(Uzerinde kimyasal
karakterizasyonun belirlenmesi (Tripati, 2010), gibi literatlirde pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Literatirde, EDS yontemi ile kimyasal karakterizasyonun
belirlendigine yonelik ¢alismalar vardir. Bu nedenden dolayi, asagida verilen
deney calismasi yapilmistir. Deney calismasi fotografi, Sekil 5.12.de

verilmektedir. Calismada asagida verilen deney prosediri uygulanmigtir.
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e 250 mL'lik 4 tane erlene 50 ml saf su, 1g/L KCI, NaCl ,CaCl,, 1g/L
endosulfan ve 1g zeolit eklenmistir.

e Bu karisim 7 gun sdre ile manyetik karistiricada surekli
calkanlanmigtir.

e 7 gun sonunda icerisindeki zeolit 6rnegdi alinarak, Uzerindeki su bilesigi
105°C’de buharlastirildiktan sonra SEM gériintileme ve Enerii
Yayilimh  X-lsini  Spektroskopi  (Energy  Dispersive  X-Ray
Spectrometry, EDS) kimyasal karakterizasyonu yapilmigtir.

Sekil 5.12. Deneysel ¢alismanin fotografi

5.6 Biyobariyer Caligmasi

Endosulfanin biyobariyer kullanarak giderilmesini incelemek icin bir sistem
hazirlanmistir. Kolon reaktor kullanarak yapilan galismalarda, tanimlamasi
yapllan U¢ tdr mikroorganizma susu ve dolgu maddesi olarak zeolit
kullanilmig, akis tek eksende saglanmigtir. Kolon boyutlari akig dizenini
bozmayacak d&lgllerde olusturulmustur. Calismalarda kullanilan yeralt
sularinda goézlenen dusuk debiler (0,005 mL/sn) kullanilimistir. Sistemde
fotodegradasyonun etkilerin engellemek icin kolonlarin ve su deposunun
IS1Iga maruziyeti engellenmistir. Calismalarda kolon iginde biyofilm gelisimini
belirlemek igin NaCl iz madde olarak kullaniimigtir. Aylik periyotlarda yapilan
iz madde galismalarinda deney siiresini kisaltmak igin daha yiiksek debiler

kullaniimistir. iz madde deneyleri iki saat iginde tamamlanmistir. Kolondaki
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lyon dengesini bozmamak igin kullanilan besi ortamina oldukg¢a yakin tuz
sollisyonu kullanilmistir (0,5 g/L). iz madde galismalarinda anlk ve slrekli
sinyal metotlari kullanilmigtir. Anlik yaklemeler toplam sirenin 1/60’dan daha
kisa suUrede vyapilmig bdylece dirak fonksiyonu igin gecerli sartlar
saglanmigtir. Calisma sonunda kolonlardan alinan érneklerde olusan biyofilm

toplam organik madde ve elektron mikroskopisi ile belirlenmigtir.

5.6.1 Biyobariyerin Hidrodinamik Kosullarinin Belirlenmesi
Gozenekli ortamda biofilm olusumu, ortamin hidrodinamik karakteristiklerini

etkilemesinden dolay! bos gbézenekleri azalmasi ile sonuglanacaktir. Onemli
hidrodinamik degiskenler porozite (a), permeabilite ve sekil faktora (f)'dar.

Hidrodinamik esgitlikler asagida verilmektedir (Cunningham vd, 1991).

Darcy Kanunu : V = —Kdh/dL (5.7)
icsel Gegirgenlik :  k =Kv/g (5.8)
Ortam Porozitesi: a =22 (5.9)

143

Go6zenekli ortamda yuk kaybi icin Carmen-Kozeny Esitligi:

_ f(Q-a)Lv?

b= (5.10)

Go6zenekli ortam sekil faktdrt tahmini icin Carmen-Kozeny Teorik Esitligi

f= W (5.11)
Reynolds Sayisi : Ny =dv/v (5.12)

Yukaridaki formullerde verilen birimlerin tanimlamasi asagidaki gibidir:

V= Ozgll debi (mm/s)
K= Hidrolik iletkenlik (mm/s)
k= permeabilite (cm?)
dh _ Piezometrik egim

dl
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Kinematik vizkozite
Yergekimi sabiti
Porozite

Ornek ortamin gézenek hacmi
Ornek ortamin toplam hacmi
YUk kaybi

Go6zenekli ortam sekil faktoru
Ortam partikullerin gapi

Sekil faktorl (genellikle 1)
Akis yol uzunlugu
ortamin

GoOzenekli

sayisl

Reynolds

(m?/s)

9,8 m/s?
(cm®)
(cm®)
(m)

(mm)

(cm)

Yukarida verilen esitlikler, kullanilarak kolon reaktérin hidrodinamik kosullari

hesaplanmis ve sonugclar bolimuinde verilmistir.

Tez calismasi sirasinda kullanilan deneysel metodlar ve analiz yontemleri,

oncelikle

standart metodlardan,

olusturulmustur.

literatliirden alinan

yayinlardan
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6. SONUGCLAR

Biyobariyer, Uzerinde yeni calisiimaya baslanmig, tasariminin ve kontrol
mekanizmalarinin geligtiriimesi gereken bir arntim teknolojisidir. Bu teknoloji,
cevre biyoteknolojisi konulari arasinda aritim esnekligi ve ekonomik olmasi
nedeni ile ilgi uyandirmaktadir. Biyobariyerde etkin kisim, bariyer ylzeyinde
olusan biyofilmdir. Biyobariyerin tagiyici kismini olusturan dolgu maddesi
fiziksel var olusunun yani sira bariyerin aritim etkinligine katkisi ile de
tasarimin dnemli bir parcasidir. Tez ¢alismasinda, biyobariyer olusturulurken
dolgu maddesi yukarida vurgulanan nedenlere bagli kalinarak segilmis ve

incelenmigtir.

Endosulfan toksik olusu, ekolojik sistemlerdeki kalicihidi ve aritiminin heniz
tam olarak ortaya konmamig olmasi nedeni ile biyoteknoloji galismalari igin
model kimyasal olarak segilmistir. Alti klorlu bu pestisit belirli Glkelerde
yasakli olmasina karsin tarimsal faaliyetlerde 6nemli Ulkelerde (6rnegin
Hindistan) yasaklanmamigstir. Ayrica pek ¢ok yasakli dlkede denetiminin nasil
yapilacagi belirsizdir. Bu nedenlerle endosulfan ekosistemde konsantrasyonu

artmasa bile, uzun sure kalici olacaktir.

Tez calismasinda, klorlu organik bilesik olan endosulfanin biyolojik olarak
parcalanmasli igin zeolit dolgulu biyobariyer geligtiriimistir. Calisma Ug¢
asamali planlanmis ve tez galismasinin sonuglari U¢ bolim altinda asagida

sunulmustur.

Birinci bélimde, endosulfani pargalayabilen mikroorganizmalari elde etmek
icin yapilan c¢alismalar yer almaktadir. Bunun igin kultir zenginlestirme
metotu ile  topraktan  mikroorganizma  susglari izole  edilmistir.
Mikroorganizmalarin izolasyon sonrasi tur tanimlamasi PCR teknigi ile

yapimigtir.

ikinci bélimde, elde edilen bakteri tiirlerinin endosulfani parcalama

calismalari yapilmistir. Bu c¢alismalarda, kesikli reaktorler kullanilimistir.
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Batin c¢alismalar steril ortamlarda gergeklestirilmistir. Calismada ayrica
endosulfanin pargalanabilirligi Uzerinde fotodegradasyonun, pH’in ve karbon
kaynaginin etkisi arastirlmistir. Butin galismalar sabit oda sicakliginda (T=
22 °C + 3 °C) yapilmistir. Kesikli reaktérlerde, mikroorganizmanin
endosulfanin yapisindaki sulfurd kullanarak pargalanmasini saglamak amaci
ile, kompozisyonu materyal ve metot bdliuminde verilmis olan, sulfurstz
mineral besi ortami hazirlanmistir. Butin ¢alismalarda bu temel besi ortami

kullaniimigtir.

Uglincli bélimde, tanimlamalari yapilan ve parcalama kinetikleri belirlenen
u¢ tur mikroorganizma kullanilarak olusturulan biyobariyerde endosulfanin
biyolojik olarak parcalanma sureci arastiriimistir. Biyobariyer dolgu maddesi
olarak kullanilan dogal zeolit, Manisa (Goérdes) yoresinden getirtilmistir.
Kullanilan dogal zeolitin XRD ve XRF analizleri MTA Ilaboratuvarinda
yaptirilmigtir. Kolon reaktérde, biyobariyer olusturma surecini ve akis
sartlarini kontrol etmek igin izleyici madde belirleme galigmalari yapilmigtir.
Her bir set de iki adet olmak Uzere toplam 4 adet kolon reaktdr calismasi
yapilmistir. Birinci set deney, birinci kolonda pH=6,5 ve endosulfan mineral
¢ozelti, ikinci kolonda ise pH=8,3 olarak duzenlenmis ve ek karbon kaynagi
glikoz eklenerek endosulfan parcalanma verimi belirlenmistir. ikinci grup
calismalarda, oOnceki c¢alismanin sonuglarindan yola c¢ikilarak; reaktorde
pH=6,5 olarak belirlenmis ve endosulfan iceren mineral ¢ozelti ile surekli
besleme vyapilarak olusan biyobariyerin endosulfan parcalama verimi
belirlenmistir. Mikroorganizma destek ylzeyi olarak kulanilan zeolitin
yluzeyinde olusan biyofilm belirlemek amaci ile SEM ile ylzey goéruntileri
alinmis ve Elektron Taramali X-Ray Spektrofotometre’de kimyasal
karakterizasyon belirleme c¢alismalari yapilmigtir. Asagida verilen alt

basliklarda yapilan deneylerin sonuglari verilmektedir.

Calismada kullanilan besi ortami, literatlirde yer alan komposizyonlardan
farkh degildir. Literatiirde, endosulfanin mikroorganizmalar tarafindan karbon

ve sulfur kaynagi olarak kullanilarak biyolojik pargalanmanin gergeklestigini
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belirtilen galigmalar vardir (Guerin, 1999; Sutherland vd. 2002; Siddigue vd.
2003; Awasthi vd, 2003; Kumar ve Philip 2006a, 2006b). Bazi
arastirmalarda, sadece sulfursuz mineral besi hazirlayarak endosulfanin
sulfur kaynagi olarak kullanirken (Sutherland vd., 2000; Hussain vd, 2007;
Arshad vd, 2008, Li vd, 2009; Singh ve Singh, 2010; Elsaid vd., 2010), bazi
calismalarda endosulfan, bu ¢alismada da oldugu gibi karbon kaynagi olarak
da kullanmiglardir (Guha vd, 2000; Kumar vd., 2008b). Cizelge 6.1de
literatir galismalarinda kullanilan mineral besi ortamlari ve bu g¢alismada

kullanilan besi ortaminin bir karsilastirmasi verilmektedir.

Cizelge 6.1. Tez ¢aligmasinda kullanilan besi ortaminin literatirde kullanilan
mineral besi ortamlari ile karsilastiriimasi.

x.p/\

1002
puelayYINg

‘DA uressnH
1,002

Jewny|
0002

‘PA 1yISEMY
(0'a)

€002
900z ‘diud
6002

‘PA IyISEMY
9002

297

8002

2200¢

Jewiny
‘PA - peysiy
“PA 1URARY
ewlnSele ng

‘0002
‘DA
oA
‘PA

KoHPO4, KH2PO4

<
<
<
<
<

NH4CI

MgCl,_6H,0

< (< |< (<

FeCI2_4H20

<[ |< (<<

Glikoz

MnCI2_4H20

<

<[ < || [<
<[ | < << <
<< || |<

ZnC|2

ZnS0y4 v

CuCl,_2H,0 \ v

<
<

CuS04.5H,0 v \

CoS0Oq4 v

CoCl;_6H,0 \Y \Y \ \

NiCl,_6H,0

<
<
<

NacCl v v v

<

(NH4)6M07024.4H20

(CH3COO)2CU.H20 v

(NH4)2SO4

FeSO,

Na,MoO4

CaC|2

< (<< (<<

MgSO4

MgO

<

NHsNO3 % v \%

MnSO4 v

Na,HPO4.7H,0O

CaCO3

MgO

< [< (<<

H3BO3

FeCls.6 H2O \Y

73



http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6VG6-4MFTVHJ-1&_user=691275&_coverDate=06%2F30%2F2007&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000038678&_version=1&_urlVersion=0&_userid=691275&md5=db20d8d5305a3cad3cdf7a67fa2997aa&searchtype=a#bib30

6.1 Endosulfani Biyolojik Olarak Pargalayabilen Mikroorganizmalarin
izolasyonu ve Mikroorganizma Tanimlama Galigmalari
Buglne kadar yapilmis ¢alismalarda, 28 toprak mantari, 14 toprak bakterisi,
10 toprak actinomycetes turinin endosulfani parcaladigini belirlemislerdir
(Elsaid vd., 2010). Endosulfani pargalayabilen mikroorgamizma kultlra
sayisindaki azlik endosulfanin parcalanmasi zor bir kimsayal oldugunu
gOstermesi  acgisindan  Onemlidir. Bolum 6.2.1.2.’de  endosulfanin
parcalanmasi igin caligiimis turler verilmektedir. Bu tdrlerin buylk bir
¢ogunlugu, endosulfan ile kirlenmis topraklardan kultlr zenginlestirme teknigi
kullanilarak izole edilmistir (Awasthi vd, 1999; Awasthi 2000; Sutherland vd,
2000; Ghadiri ve Rose, 2001; Lee vd, 2006; Kumar ve Philip 2006a, 2006b,
2006¢; Shivaramaiah ve Kennedy 2006; Kumar vd, 2007, Kumar vd., 2008a,
2008b, Singh ve Singh, 2010; Bajaj vd, 2010). Mikrobiyal kultir
zenginlestirme tekniginde, oOncelikle bakteri kdlturGn hangi amagcla
kullanilacagina karar verilerek (Gottschal vd, 1992) dogal ortaminda dusuk
sayida var olan bakterinin blylumesi igin segigi ortam (besi yeri) kullanilir
(Prescott, 2002; Hogg, 2005; Madsen, 2008; Morello vd, 2002). Bu metotta,
mikroorganizmanin dogal ortamindaki fiziksel ve kimyasal kosullar,
laboratuvar ortaminda saglanarak organizmanin buyimesi (Yavanos, 2009)
ve Kirleticiyi pargalayabilen mikroorganizma turu elde edilmesi saglanir
(Coella ve Luis, 2002). Mikroorganizmanin gelisecedi ortamda; bir eneriji
kaynagi, bir karbon kaynagi bulunmalidir. Ek olarak pH, sicaklik ve oksijen
mikroorganizmaya uygun olmalidir (Aaronson, 1989; Green, 2008). Toprak
zenginlestirmeleri dogal besi kogullarini olusturmayi amacglamaz, mikrobiyal

blylme icin bir secenek olusturur (Pepper ve Gerba, 2004).

Calismalarin sonunda, sadece 3 tlr mikroorganizma susu zengilestiriimis,
izole edilmis ve koruma altina alinmigtir. Bakteri kdlturlerinin  hayatta
kalmasini saglamak icin 2 ay araliklar ile yeni yatik agar hazirlanarak, bakteri
kiltirlerinin devamliligi saglanmistir. izole edilen bu bakteri kdiltiirlerinin

tanimlamasi PCR teknigi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen bakteri kiltlrleri
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tez calismasinda kullaniimistir ve Hifzi Sihha Enstitust kolleksiyonuna

hediye edilecektir.

Topraktan izole edilen bakteri kultdrlerinin izolasyonu yapildiktan sonra
tanimlama galismasi yapilmistir. Bakteriyi tir olarak tanimlama yapmak igin
kargilagtirmali DNA dizi analizi PCR teknigi ile mikrobiyal tanimlama
yapilmistir. En yaygin olan yaklasim, 16S ribozomal RNA genin 500 baz
ciftik bir bolimunudn veya hepsinin PCR ile cogaltimasi ve DNA dizi
analizinin yapilmasidir. Tez c¢alismasinda da bu teknik kullaniimigtir.
Mikrobiyal tanimlama, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisi’nde

yaptiriimigtir.

6.1.1 Dendrogram (Evrimsel iligki Agaci)
Elde edilen suslarin siniflamasi Evrimsel iliski Adaci Neighbor-Joining

yontemiyle godsterilmistir (Saitou ve Nei, 1987) Sekil 6.1°de dal uzunluklari
toplami = 0.39592018 olan optimal aga¢ goérlimektedir. Bootstrap testte
(1000 tekrar) birlikte kimelenmis olma yuUzdeleri dallarin yanlarinda
goOsterilmektedir  (Felsenstein, 1985). Agacg, filogenetik  adacin
olusturulmasinda kullanilan evrimsel uzakliklara gore Olgeklendirilerek
cizilmistir. Evrimsel uzakliklar “Maximum Composite Likelihood Ydntemi’ne
gbre (Tamura vd, 2004) hesaplanmistir ve birimi her bir konumdaki baz
degisim sayisidir. Bosluk ve eksik veri igeren tum pozisyonlar veri setinden
aylklanmistir. Kullanilan son veri setinde 1382 pozisyon vardir. Filogenetik

analizler MEGA4'te yurutilmasttr (Tamura vd, 2007).
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4q Methylobacterium rhodesianum (GenBank: AB175642.1)
L Pembe

Methylobacterium rhodesianum (GenBank: AB175643.1)
100 Methylobacterium podarium (GenBank: AB302930.1)
—— Bradyrhizobium elkanii (GenBank: AB513456.1)

100

% Beyaz
W{ Afipia genosp. (GenBank: EF371496.1)
Sphingobium yanoikuyae (GenBank: AB109749.1)

% Sphingomanas sp. p2 (GenBank: AB091683.1)

92“ Sar

E. coli (GenBank: J01859.1)

—
e

Sekil 6.1. Tez galismasinda elde edilen mikroorganizma kultarlerinin
siniflandiriimasi

6.1.2 izolatlarin referans suslara benzerlik oranlari
Bakteri tanimlama calismasinda, izole edilen suslarin referans suslara goére
yerlestiriimesi sonucu;
“Sar1” kodlu ornek;
e Sphingamonas sp. P2 ile %100,

e Sphingomonas yanoikuyae Q1 ile %100 benzerlik gdostermektedir.
“Beyaz” kodlu ornek;

e Afipia genosp. ile %100,
e Bradyrhizobium elkanii ile %96 benzerlik gostermektedir.
“‘Pembe” kodlu ornek;
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e Methylobacterium rhodesianum ile %99,
e Methylobacterium podarium ile %98
benzerlik gostermektedir.

Tanimlama sonucunda; izole edilen beyaz ve sari suslar sirasi ile Afipia
Genosp turi ve Sphingomonas yanoikuyae Q1 ile %2100 benzerlik
gOstermektedir. Pembe renkli sus ise Methylobacterium rhodesianum %99

benzerlik gostermektedir.

PCR bakteri tanimlamasi sonucu dizilimleri, Ek-3.'de verilmektedir.
Tanimlamasi yapilan bakteri turlerinin hakkinda literatlr bilgisi, alt baslikta
verilmektedir. Caligilan bakteri tlrlerinin besi yerlerinde ¢ekilmis fotograflari,

Ek-4.’te verilmektedir.

6.1.2.1.1 Sphingomonas yanoikuyae Q1
Spingomonas turleri toprakta, temiz su ve deniz suyu c¢evresinde

bulunmaktadirlar. Spingomonas, birka¢ bakteri tari disinda (6rnegin,
Zymomonas mobilis ve Gluconobacter oxydans) dis membranlarinda
glycosphingolipitlere sahip ve lipopolisakkarit icermeyen gram negatif aerobik
bakteridir (Yim vd., 2010).

Literarirde yapilan arastirma sonuglarinda Sphingomonas spp. turlerinin
aromatik bilesikleri parcaladigi rapor edilmistir (Story vd, 2000). Ornegin,
dibenzo-p-dioksin ve dibenzofuran (Wittich vd, 1992), karbofuran (Feng vd,
1997), hekzaklorosiklohekzan (Imai vd, 1991), klorlu bifeniller (Taira vd,
1988), poliklorofenol (Karlson vd, 1996; Leung vd, 1997; Nohynek vd, 1996),
2,4-diklorobenzoik asit (Ka vd, 1994), dehydroabietic asit (Mohn, 1995) basit
aromatik ve poliaromatik hidrokarbonlarin (Fredrickson vd, 1991; Khan vd,
1996) biyolojik pargalanmasi  Sphingomonas suslari  kullanilarak
arastinimistir (White vd, 1996). Endosulfanin biyolojik parcalanmasinda
Sphingomonas tiart kullanildi§i literatlirde rapor edilmemistir. Asagida bu

calisma sirasinda, elektron mikroskopu kullanilarak elde edilen
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Sphingomonas yanoikuyae Q1 susunun SEM goéruntusu, Sekil 6.2.°de

verilmektedir.

Sekil 6.2. Sphingomonas yanoikuyae Q1 turt bakterinin SEM goruntisu

6.1.2.1.2 Methylobacterium rhodesianum
Gram negatif bir bakteri tiri olan Methylobacterium, karbon ve eneriji

kaynagi olarak ¢ok kompleks organik bilesikleri oldugu kadar metani da
kullanabilme yetenedine sahiptir (Green ve Bousfield, 1983). Cubuk veya
pleomorfik, dalli, aerobik, fakultatif ve methylotrophik bakteridir. Dogal
cevrede yaygin olarak bulunur ve toprak, toz, temiz su, gol sedimenti, bitki,
piring taneleri ve hastane c¢evresinden izole edilebilmektedir (Green ve
Bousfield, 1982, 1983). Bu bakteriler, insanlarin yasam alanlarinda, icme
suyu hatlarinda, banyolarda ve yilkama alanlarinda bulunabilirler ve pembe
jelimsi kitle halinde buUyuyebilirler. Birgok Methylobacterium strains
klorlamaya ve ultraviyole 1sikla dezenfeksiyona karsi direnglidir (Furuhata vd,
1989, 1993; Hiraishi vd, 1995; Kato vd, 2005). Bu turler, sterilizasyondan
sonra ve kontamine olmus alanlarda gida Uretilen c¢evrelerde hayatta
kalabilirler. Methylobacterium suslari yavas buyurler ve zayif karbon kaynagi
olan vyerlerde hayatta kalabilirler (Hiraishi vd, 1995; Kato vd, 2005).
C6zunmus oksijen varhiginda, herhangi temiz su ¢gevresinden kolaylikla izole
edilebilir. Metani, tek karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenegine sahiptir.
Bu bakteriler, proteobakteriler olarak siniflandiriimigtir. Metanol ve

metilaminde buyime yetenekleri vardir. Methylobacterium tarleri bitkilerin
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genis bir cesitliliginde yapraklarin ylzeyinde ve ¢ogunlukla toprakta bulunur
(Green, 2006; Lidstrom ve Ludmila, 2002).

Methylobacterium cinsi pembe pigmentli fakultatif methylotrophic bakterinin
(PPFM) bir ¢esididir. Tek karbonlu bilesikler Gzerinde 6rnegdin, formaldehit ve
metanol gibi ¢ok karbonlu buyume vyuzeylerinde, enerji ve karbonu tek
kaynak olarak kullanarak buydr. Cogu nutrient agar Uzerinde, bazilari da
metillenmis aminler Uzerinde buyulyebilir. Tum Methylobacterium sus (strains)
¢ubuk (0.8-1.0, 1.0-8.0 mm) seklindedir. Genellikle dalli yada pleomorfik,
Ozellikle yash durgun faz kultirlerdir. Gram negatif olmalarina ragmen, pek
¢ok sus gram boyamalari degiskendir. Temsilci suslar ¢ok tabakali hucre
duvari yapisina sahiptir ve gram negatif bakterinin sitrat sentezi tipindedir.
Cogu suslar yavas yavas buyur. 30°C de 7 gun inkUbasyondan sonra
Gliserol-Pepton agar Uzerinde koloniler 1-3 mm yarigapinda agik pembeden
parlak turuncu —kirmizi renktedir. Oysaki, MMS agar Uzerinde koloniler
uniform acik pembe renktedirler. Tim suslar aerob, katalaz ve oksidaz
pozitiftir (Green, 2006). Literatirde, bu tur ile kirletici aritimina yoénelik
calisma bulunmamaktadir. Methylobacterium sp. turu ile siyanir aritimina
yonelik g¢alisma vardir (Campos vd, 2006). Methylobacterium rhodesianum

tirinin elektron mikroskopta c¢ekilen SEM goéruntist, S$Sekil 6.3.’de

verilmektedir.

Sekil 6.3. Methylobacterium rhodesianum turl bakterinin SEM gorintisu.
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6.1.2.1.3 Afipia genosp
Afipia turleri, cubuk seklinde hucreler, yanal kamgilariyla hareket ederler.

Gram negatif ve oksidaz pozitiftir. Koloniler, gri-beyaz, parlak, konveks, opak
ve 1,5 mm genisligindedir. 32°C’de kanli agarda 72 saat (3 gin)
inkibasyondan sonra sekil alirlar (Brenner vd, 1991; Bergey ve Holt, 1994).
Literatlrde, Afipia tirQ ile yapilmis ¢alisma yoktur. Afipia’nin bagka bir turd
olan, Afipia broomeae tiurtnun poliaromatik hidrokarbon (PAH) parcalanmasi
ile ilgili calisma literatirde yer almaktadir (Bodour vd, 2003). Afipia Genosp
trinin elektron mikroskopta c¢ekilen SEM goéruntusu, S$ekil 6.4.de

verilmektedir.

Sekil 6.4. Afipia Genosp turt bakterinin elektron mikroskop goruntisu

Yukarida verilen bilgiler ve yapilan literatir c¢alismalari sonucunda, tez
calismasinda izole edilen mikroorganizmalarin endosulfani parcgaladigina
yonelik bagka bir galisma bulunamamistir. Ug bakterininde, ortak 6zellikleri
gram negatif olmalaridir. Literatirde c¢alisilan bakterilerin, blytk ¢ogunlugu
gram negatif bakterilerdir. Literatirde, Sphingomonas yanoikuyae Q1 tard,
klorlu bilesikleri pargalayabildigine dair arastirmalar (Imai vd, 1991; Taira vd,
1988; Karlson vd, 1996; Leung vd, 1997; Nohynek vd, 1996; Ka vd, 1994)
vardir. Yapilan bu calismalar, Sphingomonas yanoikuyae Q1 klorlu bilesikleri
parcalayabildigini gostermektedir. Tez calismasinda kullanilan endosulfan,
klorlu bir bilesik oldugundan Sphingomonas yanoikuyae Q1 tutrinin

endosulfani parcalayabilecegini gdstermektedir. izole edilen ikinci bakteri

80



Methylobacterium rhodesianum tiirti, karbon ve enerji kaynagi olarak ¢ok
kompleks organik bilesikler, kullanabilme yetenedine sahiptir (Green ve
Bousfield, 1983). Endosulfan bilesigide pargalanmasi zor bir bilesik
oldugundan Methylobacterium rhodesianum, endosulfani pargalama yetenegi
oldugu dusundlmektedir. Ayrica, ¢alismada izole edilen U¢ bakteri tirinden
bir tanesi pembe pigmentlidir. Methylobacterium rhodesianum, turininde
pembe pigmentli olmasi (Green, 2006), tanimlamanin dogru oldugunu

gOstermektedir.

Endosulfan kirleticisini pargalayabilen bakteri turleri, Cizelge 6.2.de
verilmektedir. Bu bakteri turlerinin pek ¢ogu, tek sulfir kaynagi olarak
endosulfani  kullanmakta, endosulfan ve izomerlerini metabolitlere
parcalayabilmektedir (Katayama ve Matsumura 1993; Mukherjee ve Gopal
1994; Kullman ve Matsumura 1996).
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Cizelge 6.2. Literatirde endosulfan pargalanmasi igin galigilan bakteri ve

mantar turleri.

Bakteri ve Mantar Tiiri

Endosulfan Bilesigi

Kaynak

Aspergillus niger

a-endo, B-endo

Elzorgani ve Omer, 1974;
Mukherjee ve
Gopal,1994;

Bhalerao vePuranik,
2007

Trichoderma harzianum

a-endo, B-endo

Katayama ve Matsumura,
1993

Phanerochaete chrysosporium

Endosulfan

Kullman ve Matsumura,
1996

Mucor thermohyalospora
MTCC 1384

a-endo, p-endo

Shetty vd., 2000

Micrococcus sp.

a-endo, B-endo

Guha vd., 2000

Mycobacterium strain

Sutherland vd, 2002 (c)

Bacillus sp. co-culture

a-endo, B-endo

Awasthi vd., 2003

Anabaena sp.

a-endo, B-endo

Lee vd., 2003

Fusarium ventricosum, Pandoraea sp.

a-endo, B-endo

Siddique vd., 2003

Anabaena sp. PCC 720

B-endo

Park ve Lee, 2004

Chlorococcum sp., Scenedesmus sp.

a-endo, B-endo

Sethunathan vd., 2004

Aspergillus terreus
Cladosporium oxysporum

a-endo, p-endo

Mukherjee ve Mittal, 2005

Klebsiella oxytoca

a-endo, B-endo

Kwon vd., 2005

Staphylococcus sp, Bacillus circulans

a-endo, B-endo

Kumar ve Philip, 2006

Pseudomonas KS-2P

a-endo, B-endo

Lee vd, 2006

Arthrobacter sp

a-endo,

-endo, Endo- sulfat

Weir vd., 2006

Pseudomonas aeruginosa

a-endo,

-endo, Endo- sulfat

Arshad vd, 2008

Bordetella sp.

a-endo, B-endo

Goswami ve Singh, 2009

Arcromobacter xylosoxidans

a-endo, B-endo

Singh ve Singh, 2010

Pseudomonas aeruginosa

a-endo, B-endo

Kalyani vd., 2009

Arcromobacter xylosoxidansCS5

a-endo, B-endo

Li vd, 2009

Pseudomonas sp. IITRO1

a-endo,

Endosulfan sulfat

Bajaj vd, 2010

Mortierella sp.

a-endo, B-endo

Kataoka vd., 2010.

Sphingomonas yanoikuyae Q1,
Methylobacterium rhodesianum,
Afipia Genosp

a-endo, B-endo

Bu arastirma

Bu baslk altinda, endosulfani

parcalayabilen bakteriler ve c¢alisma

kapsaminda topraktan izole edilen bakteriler hakkinda bilgi verilmigtir.

Bundan sonraki baslikta izole edilen bakteri

parcalama kinetik ¢calisma sonugclari verilmektedir.

kaltarlerinin - endosulfani
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6.2 Endosulfan Giderim Caligsmalan

Endosulfan, biyolojik olarak pargalanmasi zor bir bilesiktir. Endosulfani
parcaladigi bilinen mikroorganizma sayisi sinirlidir ve pargalanma surecinin
mekanizmalari hentz tam olarak bilinmemektedir. Mikroorganizma
iziolasyonu ve tanimlanmasi  yapildiktan sonra elde edilen
mikroroganizmalarin endosulfani hangi sartlarda ve hizlarda pargaladigi
arastinimistir. Giderim galigsmalari, kesikli reaktorlerde yapiimistir. Deneyler
ile kirleticinin pargalanmasi i¢in kullanilan karigik mikroorganizma kultarinan
O0zgul buyume hizlarinin belirlenmesi, kirleticinin parcalanmasi Uzerine ek
karbon kaynaginin etkisi, uygun pH araliginin belirlenmesi ve kolon reaktorde
biyobariyer olusturmak amaci ile kullanilan mikroorganizma kultGranin

uretilmesi igin yapilmistir.

Deneysel calismalarda, endosulfanin biyolojik pargalanmasi igin kullanilan
mikroorganizmalarin ortama adaptasyonu ve biyolojik olarak endosulfani
parcalanmasini gostermek icin kultlr zenginlestirme teknigi metotu ile izole
edilen karisik mikroorganizma kultart kullanilmistir. Kesikli reaktér deneyleri
iki set olarak calisiimistir.

1. Endosulfanin pargalanmasi icin fotodegradasyonun etkisi

2. Endosulfanin pargalanmasi igin ek karbon kaynagi ve pH’in etkisi

Calismalarin sonuglari asagida basliklar halinde verilmektedir.

6.2.1 Endosulfan Pargalanmasinda Fotodegradasyon Etkisi

Endosulfan gideriminde, mikrobiyal parcalanma disindaki proseslerin etkisini
belirlemek ve elimine etmek igin deneyler yapilmigtir. Kesikli reaktorlerde
yaratulen cgalismalar dort grupta toplanmigtir. Deneysel caligsmalarda, isik
kaynagi olarak gun 1si1g1 kullaniimistir. Batin caligsmalar oda sicakliginda

23°C + 2'de yapilmistir. Deney sartlari, Cizelge 6.3.de verilmektedir.
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Cizelge 6.3. Endosulfan pargalanma deney gruplari

Deney Mineral Mikroorganizma | Endosulfa | pH Ek karbon | Igik
Soliisyon n kaynagi

D-1 Var var 0,1 mg/L 6,5+0,1 yok yok

D-2 Var var 0,1 mg/L 6,5£0,1 | yok var

D-3 Var var 0,1 mg/L 6,5£0,1 | yok yok

D-4 Var var 0,1 mg/L 6,510,1 | yok var

Yukarida verilen D: kesikli deneyi ifade etmektedir. Calisma sonugclar

asagida verilmektedir.

6.2.2 Karigik Mikroorganizma Kultlurunun Buyiume Evresi

Calismalarda, karigik mikroorganizma kultirinin her bir reaktordeki buyume

surecleri gozlenmistir.

Birinci grupta, karanlk ortamda 0,1 mg/L endosulfan konsantrasyonunda
ve karisik mikroorganizma kultirinG iceren reaktore ait blyume grafigi,
Sekil 6.5.°de verilmektedir. Grafikte mikroorganizma kultirinin 5 gunlik
adaptasyon fazi (lag fazi) oldugu goérulmustir. Ortama uyum saglayan
mikroorganizmalar 9. giine kadar 0,0045 giin™ Greme hizi ile 0,02 optik
yogunluk degerine ulasmistir. Daha sonra 16. guine kadar duragan gecgen
ikinci bir fazdan sonra 0,02 giin™ (reme hizi ile 29. giinde 0,04 optik
yogunluk degerine ulagmistir.

ikinci grupta, 0,1 mg/L endosulfan konsantrasyonunda, aydinlik ortamda
karisik mikroorganizmma kualturunuin Ureme davranigi incelenmistir. Bu
calismanin sonugclari, Sekil 6.6.’da verilmektedir. Mikrokozmda 5 gunlik
adaptasyon fazi (lag fazi) goéralmustir. Lag fazi sonrasi mikroorganizmalar
asamal olarak 16. giine kadar 0,01 gin™ Ureme hizinda 0,02 optik
yogunluk degerine ulagsmigtir. 7 gun suren ikinci durgun evreden sonra 23.
giine kadar bilylime evresine girdikten sonra 29. giine kadar 0,01 gin™
ureme hizinda 0,04 optik yogunluk degerine ulagmistir.

Sekil 6.7. ve Sekil 6.8.’de karisik mikroorganizma kulttrl, endosulfanin

yoklugunda 6nemli bir buyume gostermemigtir.

84




0,05 -

0,04 -

0,03 +

0,02 -

0,01 t

Optik Yogunluk (600 nm)

10 15 20 25 30
Zaman (gun)

| ——Optik yogunluk (600nm)

Sekil 6.5. Karanlik ortamda galisilan (D-1) reaktor deneyi mikroorganizma

baylime grafigi.
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Sekil 6.6. Aydinlik ortamda calisilan (D-2) reaktér deneyi, mikroorganizma

baylime grafigi.
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Sekil 6.7. Karanlik ortamda calisilan (D-3) reaktdr deneyi mikroorganizma

baylime grafigi.
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Sekil 6.8. Aydinlik ortamda calisilan (D-4) reaktoér deneyi mikroorganizma

blaylime grafigi.
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Endosulfani biyolojik olarak parcalayan mikroorganizmalarin birden fazla
durgun dénem igeren ve farkli Greme hizlarindan olusan bir Greme egrileri
oldugu gozlenmistir. Literatirde de endosulfanin par¢alanmasi sirasinda bu
tip Ureme egrileri gorulmektedir. Goswami vd. (2009) ve Goswami ve Singh,
(2009) yaptiklari calismada mikroorganizma kulturinde endosulfani karbon
kaynagi olarak kullanmislar ve optik yogunlugun artmasinin karbon ve eneriji
kaynagi olarak endosulfanin kullanildigini goéstermiglerdir. Sutherland vd
(2002c), tarafindan yapillan c¢alismada toprak mikroorganizmalarinin
endosulfani sdlfur kaynagi olarak kullanarak pargaladigini belirtmislerdir.
Mikroorganizmanin  sulfur  kaynagdr olmadan onemli bir blUyume
gOstermedigini, tek sulfir kaynadi olarak a-endosulfan veya [(-endosulfan
eklendiginde mikroorganizma kulturinin optik yogunlugunun arttigini
belirtmiglerdir. Ayrica, mikroorganizmalarin a-endosulfan eklendiginde daha
hizli, B-endosulfan eklendiginde daha yavas buyuduguni belirlemiglerdir.
Sutherland (2002c) calismasinda, a-endosulfan yaklasik 3 gunluk bir
adaptasyon fazindan, B-endosulfan yaklasik 6 gunlik bir adaptasyon
fazindan sonra yaklasik 0,006 giin™ biiylime hizi ile ODsgs nm'de 0,4 degerine
ulagsmaktadir. Bu tez c¢alismasinin  sonuglart  degerlendirildiginde,
endosulfanin  farkli mekanizmalar ile pargalandigi ve surecglerde farkli
enzimler kullanildigr disundlmektedir. Literatirde de goérilen calismalarda
once endosulfan izomerleri pargalanmaktadir; daha sonra bir durgunluk
donemi gorulmesi yeni enzim olusumuna duyulan ihtiyaci gostermektedir. Bu
noktada ortamda endosulfan diol bulunmaktadir. Endosulfan diol biyolojik
olarak parcalandiktan sonra farkli bir enzim geregi olarak, yeni bir durgun
donem gorulmektedir. Boylece en az iki durgunluk donemi igeren pargalanma

sureci yasandigi mikrobiyal Ureme egrilerinde de gorulmektedir.
Mikroorganizma buyume grafikleri elde etmek igin optik yogunluk (600 nm)

degerine karsilik gelen mikroorganizma kutlesi TKM ve TUKM olarakta ifade

edilmistir. Bu grafikten, optik yogunluk degerine karsilik gelen
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mikroorganizma miktarlari her bir kesikli reaktor deneyi igin gizilerek olusan

mikroorganizma miktarlari hesaplanmistir.

Karanlik ortamda, 0,1 mg/L endosulfan igeren reaktor, Sekil 6.9.'da
verilmektedir. Grafikte, 5 glnluk adaptasyon fazinda 39 mg/L, bayume
evresinde 9. gune kadar 300 mg/L mikroorganizma kutlesi
olugmaktadir. 9. gunden 16. gune kadar devam eden ikinci durgun faz
evresinden sonra tekrar Ureme evresine gegen mikroorganizmalarda
29. GuUn sonunda toplam 590 mg/L mikroorganizma kutlesi

olusmustur.

Aydinlik ortamda, endosulfan Kkirleticisinin igeren reaktdr, Sekil
6.10.’da verilmektedir. Grafikte, 5 gunlik adaptasyon fazinda (lag fazi)
28 mg/L biyokutle olusurken, ortama adapte olan mikroorganizmalar
asamali olarak 16. gine kadar 290 mg/L ve 23. glne kadar 553 mg/L

mikroorganizma kutlesi olusmustur.

Endosulfan olmayan reaktérlerde, karanlik ortamda (Sekil 6.11.’de)
29. giinde maksimum 241 mg/L, Sekil 6.12.’de karisik mikroorganizma
kultlrd endosulfanin yoklugunda aydinlik ortamda 29. gundn sonunda

maksimum 247 mg/L mikroorganizma kutlesi olusmustur.
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Sekil 6.9. Karanlik ortamda calisilan (D-1) reaktdr deneyi icin olusan
mikroorganizma miktari.

600

500

400

300

200

Mikroorganizma (mg/L)

100

0 5 10 15 20 25 30
Zaman (gun)

=&— Mikroorganizma (mg/L)

Sekil 6.10. Aydinlik ortamda caligilan (D-2) reaktor deneyi icin. olusan
mikroorganizma miktari.
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Sekil 6.11. Karanlik ortamda c¢alisilan (D-3) reaktdor deneyi igin
mikroorganizma miktari.
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Sekil 6.12. Aydinlik ortamda calisilan (D-4) reaktdr deneyi icin olusan
mikroorganizma miktari.

Deneylerde, her reaktdr igin endosulfan giderimleri hesaplanmistir.

Endosulfan giderim tablosu, Cizelge 6.4.’de verilmektedir. Grafiklerde, toplam

endosulfan giderimi ile mikroorganizma buyume grafigi birlikte verilmektedir.

Alfa ve Beta endosulfan gideriminide gosteren grafikler Ek-5.’te

verilmektedir.
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Bu sonuglar degerlendirildiginde:

e Karanlhk ortamda, zamana bagh olarak gizilen optik yogunluk grafigi,
Sekil 6.13.’de verilmektedir. Grafikte, 6. ginin sonunda a-endosulfan
%57, B-endosulfan %87, toplam endosulfan %65, biyolojik pargalanmaya
ugradigi gorulmektedir.

e Aydinlik ortamda, zamana bagl endosulfan giderimini ve optik yogunlugu
goOsteren grafik Sekil 6.14.de verilmektedir. Grafikte, 6. gunin sonunda
a-endosulfanin %64, B-endosulfanin %100 ve toplam endosulfanin %78

biyolojik parcalanmaya ugradigi hesaplanmistir.

100 0,014
90 A
+ 0,012
80 -
- = ,' T 0,01 —
= 70 ; =
= c
= T 0,008 9
E g
o + 0,006 ¥
9 <
o T 0,004 2
N >
X
§ 1 0,002 B
w o
0
0 2 4 6 8
Zaman (gun)
‘ —*— > endo ---¢--- Optik Yogunluk ‘

Sekil 6.13. Karanlik ortamda caligilan (D-1) reaktor igin toplam endosulfan
parcalanmasi ile optik yogunluk (600nm) grafigi.
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Sekil 6.14. Aydinlik ortamda caligilan (D-2) reaktor icin toplam endosulfan
parcalanmasi ile optik yogunluk (600nm) grafigi.

Literatirde yapilan calismalarda, kesikli reaktdér deneyinde endosulfan
fotodegradasyonuna yonelik veri  bulunmamaktadir. Ancak cesitli
arastirmalarda, pestisitlerin  gines 1sigina  maruz  kaldiklarinda
fotodegradasyona ugradiklari ve fotodegradasyon yoluyla, HCI ve CO; ‘ye
parcalandi§i c¢esitli arastirmalarda rapor edilmistir (Knoevenegal ve
Himmelreich, 1976; Zertal 2005). Bazi arastirmalarda, toprak yuzeyinde
endosulfanin fotodegradasyonunun 6nemli bir proses olmadigi belirtilmistir
(GFEA, 2004). Alfa ve beta endosulfanin fotodegradayona karsi direncli
oldugu rapor edilmistir (WHO, 1988). Bu calismada, fotodegradasyonun, alfa
endosulfanin pargalanmasi Uzerinde %8, beta endosulfanin pargalanmasi
Uzerinde %14, toplam endosulfanin parcalanmasinda %12 etkisi oldugu
hesaplanmistir. Sonuglar dikkate alinarak, 1s1§gin endosulfan pargalanmasi
uzerine etkisini ortadan kaldirmak icin yapilan diger deneyler karanlik ortam

olusturularak gerceklestiriimigtir.
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Cizelge.6.4. Isikli ve Isiksiz Ortamlarda Elde Edilen Endosulfan Giderim

verimleri.
% Endosulfan Giderim
Zaman
(Gan)
D-1 kesikli deneyi (Karanlik ortam) D-2 kesikli deneyi (Aydinlik ortam)
a- endo B-endo > endo a- endo B-endo > endo
0 0 0 0 0 0 0
2 43,2 53,3 46,2 32,1 61,9 435
3 56,8 53,3 55,8 48,3 70,3 56,7
5 64,9 66,7 65,4 60,3 86,1 70,2
6 56,8 86,7 65,4 64,1 100,0 77,8

6.2.3 Endosulfan Giderimi Kinetik Parametrelerinin Hesaplanmasi
Endosllfanin parcalanmasi sirasinda elde edilen zamana bagli giderimin

hizini  belirlemek igin sifir, bir ve ikinci derece giderim denklemlerine
uygunlugu arastinimigtir. Bu sonuglara goére, endosulfanin biyolojik
parcalanma surecini tanimlayici en uygun giderim denklemi birinci dereceden
bir denklem kullanilarak ifade edilebilmektedir. Parcalanma sabiti, birinci
derecede giderim denklemi kullanilarak asagidaki sekilde hesaplanmistir
(Lee vd., 2006; Kwon, vd., 2005)

S = So.e~kit (6.1)
ky = In[2] /¢ (6.2)
Burada;

So=Baslangi¢ substrat konsantrasyonu
S =Bitis substrat konsantrasyonu
k; = Pargalanma sabiti (giin™)

t =Zaman (gun)

Karisik mikroorganizma kultarinin endosulfani pargcalama sabiti Denklem
(6.2) kullanilarak hesaplanmistir. Endosulfan pargcalanma sabiti grafikleri

asagida verilmektedir. Sonuclar asagida degerlendiriimektedir;
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e Karanlik ortamda calisilan (D-1) kesikli reaktor deneyinde pargalanma
sabiti grafigi Sekil 6.15.’de verilmektedir. Grafikten yapilan hesaplama
sonucunda, a-endosulfan pargalanma sabiti k;=0,211 (r’=0,944), B-
endosulfan pargalanma sabiti k;=0,520 (r*=0,877) ve toplam endosulfan
parcalanma sabiti k;=0,259 (r’=0,993) olarak hesaplanmistir.

e Aydinlik ortamda c¢alisilan (D-2) kesikli reaktér deneyinde, parcalanma
sabiti grafigi Sekil 6.16.’da verilmektedir. Grafikten yapilan hesaplama
sonucunda, a- endosulfan parcalanma sabiti k;=0,188 (r?=0,984), B-
endosulfan pargalanma sabiti k;=0,389 (r>=0,989) ve toplam endosulfan

parcalanma sabiti k;=0,242 (r*=0,987) olarak hesaplanmistir.

3 -
k, = 0,520
2,5 - r2=0,877
2 .
) k, = 0,259
31,5 - r2=0,993
2
c
17 k, = 0,211
r2=0,944
0,5
0 K3
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (giin)
4 o-endo H B-endo A > endo

Sekil 6.15. Karanlik ortamda calisilan(D-1) reaktor deneyi endosulfan (alfa,
beta) parcalanma sabiti.
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k, = 0,389
2= 0,989

ky= 0,242
2= 0,987

k,= 0,188
1% = 0,984

o In (So/S) P

Zaman (gun)

@0- endo M B3-endo A> endo

Sekil 6.16. Aydinlik ortamda calisilan (D-2) reaktor deneyi endosulfan (alfa,
beta) parcalanma sabiti

Yukarida verilen aydinlik ve karanlik ortamda endosulfan pargalanma sabiti
degerleri, literatlirde verilen c¢alismalar ile karsilastirmasi, Cizelge 6.5.'de
verilmektedir. Cizelge 6.5.de verildigi gibi, Lee vd. (2006) a-endosulfan
parcalanma sabitini 0,182 giin™® ve B-endosulfan parcalanma sabitini 0,30
giin™ olarak bulmustur. Kumar vd. (2007) a-endosulfan parcalanma sabitini
0,0917 gin™ ve B- endosulfan parcalanma sabitini 0,0958 giin” olarak
bulmustur. Kwon vd. (2005) a- endosulfan parcalanma sabitini 0,3084 giin™
ve B- endosulfan parcalanma sabitini 0,2983 giin™ olarak hesaplamislardir.
Bu verilere bakildiginda Kwon vd. (2005) calismasi disinda, diger
calismalarda a-endosulfan pargalanma sabiti, B-endosulfan pargalanma
sabitine goére daha kuglUktir. Bu tez c¢alismasinda, literatirde verilen
sonuglara paralel giderim degerleri elde edilmistir. Sonuglar, alfa ve beta
endosulfanin  parcalanmalarinda kullanilan enzimlerin farkli olabildigini
gOstermektedir. Endosulfanin beta izomeri alfa izomerine gére daha kolay

parcalanmaktadir ve bu farkl mikroorganizma gruplari igin genellenebilir.
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Cizelge 6.5. Literatirde verilen endosulfan pargalanma sabitleri

a-endosulfan - endosulfan Toplam
endosulfan
Kumar vd., 2007
r° 0,9947 0,8813
k, (giin™) 0,0917 0,0958
Lee vd, 2006
r° 0,998 0,956
ky 0,182 0,30
Kwon vd, 2005
r° 0,99 0,962
k; (giin™) 0,3084 0,2983
D-1 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r° 0,94 0,87 0,99
ki (giin™) 0,21 0,52 0,26
D-2 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r° 0,98 0,99 0,99
k; (giin™) 0,18 0,39 0,24

6.2.4 Endosulfanin Biyolojik Par¢calanmasinda pH ve Ek Karbon

Kaynaginin Etkisi

Deneysel calismalarda, endosulfan analizi igin érnek alindigi her asamada

pH Olgimleri yapilmistir. Asagida verilen grafikte de goéruldugia gibi (Sekil

6.17) endosulfan pargalanirken ortam pH'inda o6nemi bir degisiklik
olmamistir. pH olgum sonuglari Cizelge 6.6.'da ve grafiksel gosterimi Sekil
6.17.'de, grafigin daha anlasilir olmasi icin pH=6-7 araliginda, Sekil 6.18.’de

verilmektedir.

Cizelge 6.6. Kesikli reaktorlerde olgllen pH degerleri

Zaman D-1 D-2 D-3 D-4
(gun)

1 6,60 6,57 6,51 6,45
3 6,67 6,64 6,46 6,54
4 6,70 6,64 6,76 6,6
6 6,49 6,53 6,32 6,81
7 6,55 6,62 6,44 6,39
10 6,54 6,59 6,62 6,75
13 6,44 6,48 6,54 6,63
17 6,63 6,55 6,58 6,67
24 6,31 6,51 6,61 6,61
30 6,21 6,47 6,45 6,41
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Sekil 6.17. Set-1 kesikli reaktorlerde pH=0-14 araliginda, pHdegisimi.
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Sekil 6.18. Set-1 kesikli reaktérlerde pH=6-7 araliginda, pHdegisimi.

Sutherland vd. (2002c), tarafindan yapilan g¢alismada mikrobiyal blyume

strecinde pH’nin etkisi belilenmemistir. Ancak yuksek pH’nin biyolojik
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parcalanmaya olumlu etkisi oldugunu belirten c¢alismalarda vardir
(Sutherland vd., 2002c).

Literatirde yapilan arastirmalarda, endosulfanin karbon ve sulfur kaynagi
olarak, mikroorganizmalar tarafindan kullanildigini belirtmiglerdir (Guerin,
1999; Siddigue vd. 2003). Sutherland vd. (2000) endosulfanin
mikroorganizmalar tarafindan sulfur kaynagi olarak kullaniimasinin basarili
sonu¢  verdigi  belirtmiglerdir.  Elsaid vd. (2010) endosulfanin
mikroorganizmalar tarafindan karbon kaynagi olarak kullanildigini
belirtmiglerdir. Goswami ve Singh (2009), yaptiklari ¢alismada endosulfani
karbon kaynagi olarak kullanmiglar ve optik yogunlugun artmasini
endosulfanin karbon ve enerji kaynagi olarak kullaniimasinin bir gostergesi

olarak rapor etmiglerdir.

Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda, literatlr bilgileri de dikkate
alinarak, endosulfanin bakteri tarafindan sulfir ve karbon kaynagi olarak
kullaniilmasi amaclanmistir. Bu nedenle mineral besi ortaminda sulfirstz ve
karbonsuz bilesikler kullaniimistir. Ayrica ek karbon kaynagi (glikoz)
eklenmesi ve pH degisimin endosulfan giderimine etkisi belirlenmistir. Deney

sartlari, Cizelge 6.7.de verilmektedir.

Cizelge 6.7. Endosulfanin pargalanmasi deney kosullari

Deney |[Deney Mineral Mikroorganizma | Endosulfan | pH Ek Isik
Gruplar Soltsyon karbon
sartlar K o
aynagi
Grup 1 | Kesikli | var Var 0,1 mgl/l 6,511 | yok yok
Grup 2 | Kesikli | var Var 0,1 mgl/l 8,411 | yok yok
Grup 3 | Kesikli | var Var 0,1 mgl/l 6,511 | Glikoz | yok
4dmg/L
Grup 4 | Kesikli | var Var 0,1 mgl/l 8,411 | Glikoz | yok
4 mg/L

Deney calisma kosullari, Cizelge 6.7.'de verilen kesikli reaktor deneyleri ile
karisik mikroorganizma kultarinin bayime hizlari ve endosulfan pargcalama
verimlilikleri belirlenmistir. Deney sonuglari, asagida bagliklar halinde

verilmektedir.
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6.2.5 Karigik Mikroorganizma Kiiltiiriiniin Ureme Siireci
Deneysel ¢alismalarda kultir zenginlestirme teknigi ile topraktan izole edilen

bakteri kultirunun ek karbon kaynagi glikoz eklendiginde ve pH alkali

ortamda mikroorganizmalarin blUyume grafikleri gizilmistir. Grafikler ve

sonuglari asagida verilmektedir.

Birinci grup deney c¢alismasinda, mikroorganizma kdltira ve
endosulfanin  varhginda pH=6,5£0,1 ortam kosullarinda ¢izilen
mikroorganizma buyume grafigi, Sekil 6.19.’da verilmektedir. Grafikte de
goraldugu gibi lag fazi yoktur. Fakat asamali bir blUyume gozlenmistir.
Birinci blyliime egrisinde 4. giine kadar 0,0008 giin™ biiyiime hizi ile
0,0045 optik yogunluk degerine ulagmistir. 1 glnlik durgun fazdan sonra
0,002 gin™ lreme hizi ile 14.giinde 0,0175 optik yogunluk degerine
ulagmistir.

ikinci grup deney calismasinda, mikroorganizma kiiltiirli, endosulfan ve
pH=8,4 + 0,1 ortam kosullarinda gizilen mikroorganizma buyume grafigi,
Sekil 6.20."de verilmektedir. Grafikte de goéruldugu gibi lag fazi yoktur.
Birinci bliylime egrisinde 4. gline kadar 0,001 giin™ biiyiime hizi ile 0,007
optik yogunluk degerine ulasmistir. 1 gunltik durgun fazdan sonra 0,002
giin™ treme hizi ile 11.giinde 0,017 optik yogunluk degerine ulasmistir. 3
giin siiren durgun fazdan sonra 0,004 giin™ 22. giin 0,048 optik yogunluk
degeri Olgulmustar.

Uglincli grup deney ¢alismasinda, mikroorganizma kiltir(i, endosulfan
ve ek karbon kaynagi olarak glikoz eklendiginde, pH=6,5£0,1 ortam
kosullarinda c¢izilen mikroorganizma blyume grafigi, Sekil 6.21.de
verilmektedir. Grafikte goruldigu gibi, lag fazi yoktur. Mikroorganizmalar
ortama hemen adaptasyon saglayarak 0,003 giin™ biyime hizi ile 11
gunde 0,0315 optik yogunluk degerine ulagmistir.

Doérdincl grup deney calismasinda, mikroorganizma kultart, endosulfan
ve ek karbon kaynagi olarak glikoz eklendiginde, pH=8,4+0,1 ortam
kosullarinda cizilen mikroorganizma bluytume grafigi, Sekil Sekil 6.22.de

verilmektedir.  Grafikte goéraldigu gibi, lag fazi goériimemistir.
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Mikroorganizmalar ortama hemen adaptasyon saglayarak 0,003 gin™
blyime hizi ile 11 gunde 0,0345 optik yogunluk degerine ulagmistir. 3
gunluk durgun fazdan sonra ayni buyime hizi ile 22. gin de 0,05 optik

yogunluk degeri hesaplanmistir.

0,05
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Optik Yogunluk (600 nm)

0,01
0,005

O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Zaman (gun)

Sekil 6.19.Grup 1 icin mikroorganizma + besin + 0,1 mg/L endosulfan

pH=6,5£0,1 olan ortamda mikroorganizma buyume grafigi.
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Sekil 6.20.Grup 2 igin mikroorganizma + besin + 0,1 mg/L endosulfan
pH=8,410,1 olan ortamda mikroorganizma buyume grafigi.
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Sekil 6.21.Grup 3 icin mikroorganizma + besin + 0,1 mg/L endosulfan + 4
mgL glikoz pH= 6,51£0,1 olan ortamda mikroorganizma buylme
grafigi.
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Sekil 6.22.Grup 4 igin mikroorganizma + besin + 0,1 mg/L endosulfan +
4mg/L glikoz pH= 8,41£0,1 olan ortamda mikroorganizma buylme
grafigi.

Yukarida verilen grafiklerden hesaplanan mikroorganizmalarin buylime
hizlari, Cizelge 6.8.’de verilmektedir. Cizelge 6.8.’e gére mikroorganizmalarin

ureme hizlarinin disuk oldugu gérulmektedir.

Cizelge 6.8. Mikroorganizma blyume hizlari.

Vi (giin™) | Vo (giin™) | Vs (gin™)
Grup-1 0,0008 0,002
Grup-2 0,001 0,002 0,048
Grup-3 0,003
Grup-4 0,003 0,003
Kesikli deneylerde, optik yogunlugun artmasi endosulfanin
mikroorganizmalar tarafindan kullanildigini gOstermektedir.

Mikroorganizmalar asamali olarak blUylumuslerdir. Bu durum endosulfanin
asamall olarak parcalandigini gostermektedir. Sinirli sayida yapiimis olan
endosulfanin metabolik pargcalanma ¢alismasinda da tez bulgularina paralel

gozlemler yapilmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan deney duzenekleri
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endosulfan diol olusumuna neden olacak sekilde tasarlanmigtir. Diger
calismalarda mikroorganizma blUyume hizlari veriimemekle birlikte
mikroorganizma gelisim egrisi ile endosulfan giderimi grafikleri cizilmistir.
Ortama glikoz ek karbon kaynagi olarak eklendiginde lag fazi gérulmemigtir.
Mikroorganizmalarin glikozu oOncelikli karbon ve enerji kaynagi olarak
kullandiklar dusunulmektedir. Literatirde  endosulfanin biyolojik
parcalanmasli ig¢in kullanilan mikroorganizmalarin buylume hizlari rapor
edilmemistir. Goswami ve Singh (2009) tarafindan yapilan c¢alismada
endosulfanin parcalanmasi icin ortama ek karbon kaynagi olarak dekstroz
ekleyerek endosulfanin pargalanabilirligini aragtirmiglar. Gram negatif bakteri
olan Bordetella sp. B9 tiru tek karbon kaynadi endosulfanin var oldugu
ortamda 1 giin lag fazi gézlemisler. 0,1 giin™ bilylime hizi ile 4 ginlik bir
biylime evresi gézlenmis ve 4 ginlik durgun fazdan sonra 0,06 giin™
blyime hizi ile 13. gline kadar Ureme devam etmis ve daha sonra tekrar
durgun faz dénemine gegmistir. Ek karbon kaynagi olarak endosulfana ilave
olarak dekstroz eklendigi ve dekstroz kullanilan ortamda lag fazi olugsmamis,
yaklasik 1,06 gin™ treme hizi ile 2 giin de Ureme fazini tamamlayarak
durgun evreye gec¢mistir. Bordetella sp. B9 tinun buyume kinetigi grafigi,
Sekil 6.23'de verilmektedir.

a —— Atbacrbance with endosuifon
—— Abaorbance with endosulfon + demiross

—— Absorbance with dextiose
g el
= 15 J __a'___:____ e
= S
p
e,
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a ——n
E —"
4 o
k=
[w]

204 & 8 10 12 14 16 18 20
Daye

Sekil 6.23. Bordetella sp. B9 tlrlinin bliyuime kinetigi (Goswami ve Singh,
2009).
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Endosulfan giderimine bagh olarak her bir reaktdrde olusan mikroorganizma
miktarlari Sekil 6.24, Sekil 6.25, Sekil 6.26 ve Sekil 6.27.'de verilmektedir.
Kesikli reaktorlerde Sekil 6.24.°de, 0,1 mg/L endosulfan, besin ve pH=6,5
oldugu ortamda maksimum olusan mikroorganizma miktari 248 mg/L olarak
hesaplanmigtir. Sekil 6.25.’de, 0,1 mg/L endosulfan, besin ve pH=8,4 oldugu
ortamda maksimum olusan mikroorganizma miktari 660 mg/L olarak
hesaplanmigtir. Sekil 6.26.’de, 0,1 mg/L endosulfan, 4 mg/L glikoz, besin ve
pH=6,5 oldugu ortamda maksimum olusan mikroorganizma miktar1 438 mg/L
olarak hesaplanmistir. Sekil 6.27.'de, 0,1 mg/L endosulfan, 4 mg/L glikoz,
besin ve pH=8,4 oldugu ortamda maksimum olusan mikroorganizma miktari
688 mg/L olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara goére, ortamin pH’si ve
glikozun eklenmesi mikroorganizmalarin bliyume kosullarinda etkili oldugu

ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 6.24. Grup-1 kesikli reaktdr deneyi icin (mikroorganizma + besin +

0,1mg/L endosulfan pH= 6,5+0,1 olusan mikroorganizma miktari.
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Sekil 6.25. Grup-2 kesikli reaktor deneyi igin (mikroorganizma+besin +0,1
mg/L endosulfan pH=8,4+0,1) olusan mikroorganizma miktari.
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Sekil 6.26. Grup-3 kesikli reaktor deneyi icin (mikroorganizma + besin + 0,1
mg/L endosulfan + 4 mg/L glikoz pH=6,5+0,1) olusan
mikroorganizma miktari.
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Sekil 6.27. Grup-4 kesikli reaktor deneyi icin (mikroorganizma + besin + 0,1
mg/L endosulfan + 4 mg/L glikoz pH=8,410,1) olusan
mikroorganizma miktari.

Literatirde, gram negatif bakteri tlri olan Bordetella sp. B9 bakteri turlyle
yapilan ¢alismada endosulfan olan ortamda asamali buylime evresi ve 2 gln
lag fazi goézlenirken, ortama karbon kaynagi olarak dekstroz eklendiginde ve
sadece karbon kaynaginin oldugu ortamda lag fazi olmadigini rapor
etmislerdir (Goswami ve Singh, 2009). Bordetella sp. B9 turl ile olugsan

mikroorganizma miktari, Sekil 6.28.’de verilmektedir.

b _—s—Biomas with endosulfan
44 —s—Bicmas with endosulfan + dexiross
—s— Biomazs with dextrose
e
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Sekil 6.28. Bordetella sp. B9 tirl ile olusan mikroorganizma miktari
(Goswami ve Singh, 2009).
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Gram negatif bakteri tiri olan Aspergillus sydoni bakteri tlrdyle yapilan
calismada, endosulfan olan ortamda asamali bliyime evresi ve 3 gun lag
fazi gobzlenirken, ortama karbon kaynagi olarak sukroz eklendiginde ve
sadece karbon kaynaginin oldugu ortamda lag fazi olmadigini rapor
etmislerdir (Goswami vd., 2009). Aspergillus sydoni tard ile olusan

mikroorganizma miktari, Sekil 6.29.’da verilmektedir.
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Fig. 2_ Crowth kinetics of Aspergillus sycbomi in broth oul ture

Sekil 6.29. Aspergillus sydoni tird ile olugan mikroorganizma miktari
(Goswami vd, 2009).

6.2.6 Endosulfan Biyolojik Olarak Pargalanmasi
Deneylerde her bir reaktdr icin endosulfan giderimleri hesaplanmistir.

Endosulfan giderim tablosu, Cizelge 6.9.’da verilmektedir. Grafikler, toplam
endosulfan giderimi ile mikroorganizma blyume grafigi birlikte verilmektedir.

Calisma sonuclari asagidaki verilmektedir.

e Birinci grup deney c¢alismasinda, karisik mikroorganizma kultart ve 0,1
mg/L endosulfanin varliginda pH=6,5+0,1 ortam kosullarinda pH’a bagl
endosulfan giderim grafigi, Sekil 6.30.'da verilmektedir. Grafikte de
goraldugu gibi, 2 ginde pH= 6,4+0,1 degerine duserek ve a- endosulfan
%37 ve B-endosulfan %22 ve toplam endosulfanin %28’
parcalanmaktadir. 9. gunde pH=6,3810,1 degerinde a- endosulfan %56

ve B-endosulfan %49 ve toplam endosulfanin %52’si pargalanmaktadir.
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9. glinden sonra endosulfanin pargcalanmasi yavaslamis ve 26. gunde
pH=5,95+0,1 degerine duserek a-endosulfan %61, B-endosulfan %57 ve
toplam endosulfan %59 oraninda pargalanmigtir. Endosulfanin

parcalanmasina bagl olarak pH degeri de dismektedir.
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Sekil  6.30.Grup-1  igcin  mikroorganizma+besin+0,1mg/L  endosulfan
pH=6,51£0,1 olan ortamda mikroorganizma blUyume grafigi ve
pH.

ikinci grup deney calismasinda, mikroorganizma kiltirii ve 0,1 mg/L
endosulfanin  varliginda pH=8,4+0,1 ortam kosullarinda pH’a badl
endosulfan giderim grafigi, Sekil 6.31.’de verilmektedir. Grafikte de goruldugu
gibi doért ginde pH=7,84+0,1 degerine diuserek, a-endosulfan %49 ve [-
endosulfanin %66 ve toplam endosulfan %58 oraninda pargcalanmaktadir. 6.
gunde pH=7,5610,1 dederine duserek, a-endosulfan %70, B-endosulfan %81
ve toplam endosulfan %77 oraninda parcalanmaktadir. 6. gunden sonra
endosulfanin pargalanmasi ve ayrica pH degerindeki azalma yavaslamistir
ve 26. gunde pH=7,4410,1 degerine diserek a-endosulfan icin %96, [-
endosulfan igin %97 ve toplam endosulfan %97 oraninda parcalanmistir.

Endosulfanin pargalanmasina bagli olarak pH degeri de dismektedir.
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Sekil 6.31.Grup-2 igin kesikli reaktor deneyi i¢in mikroorganizma+besin+0,1
mg/L endosulfan + pH=8,4+0,1 olan ortamda mikroorganizma
blylime grafigi ve pH.

Uglincli grup deney calismasinda, mikroorganizma kdltiri, 0,1 mg/L
endosulfan ve ek karbon kaynadi glikoz eklenen pH=6,5+0,1 ortam
kosullarinda pH’a baglh endosulfan giderim grafigi, Sekil 6.32.'de
verilmektedir. Grafikte de goéruldagu gibi iki ginde pH degerinde degisiklik
olmamig, a- endosulfan %27, B-endosulfan %18 ve toplam endosulfan %21
oraninda parcalanmistir. 9.gunde pH=6,4+0,1 degerine dugerek a-
endosulfan %49, B-endosulfan %43 ve toplam endosulfan %45 oraninda
parcalanmistir. 26. glinde a-endosulfan %63, p-endosulfan %50 ve toplam

endosulfan %55 oraninda pargalanma degerine ulagsmistir.
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Sekil 6.32. Grup 3 i¢in mikroorganizma + besin + 0,1 mg/L endosulfan + 4
mg/L glikoz + pH=6,5£0,1 olan ortamda mikroorganizma biyume
grafigi ve pH.

Doérdincl grup deney calismasinda, mikroorganizma kultrd, 0,1 mg/L
endosulfan ve ek karbon kaynadi glikoz eklenen pH=8,4+0,1 ortam
kosullarinda pH’a bagh endosulfan giderim grafigi, Sekil 6.33.’de
verilmektedir. Grafikte de goéruldigu gibi G¢ glinde pH=7,8+0,1 dederine
diserken a- endosulfan %60, B-endosulfan %69 ve toplam endosulfan %65
oraninda pargalanmaktadir. 6. gunde pH=7,6+0,1 degerine duserken a-
endosulfan %74, B-endosulfan %85 ve toplam endosulfan %80 oraninda
parcalanmaktadir. 9. giinde pH degerinde degisiklik olmazken a- endosulfan
%82, B-endosulfan %90 ve toplam endosulfan %87 oraninda
parcalanmaktadir. Dokuzuncu glinden sonra endosulfan pargcalanmasinda
onemli bir degisiklik olmamistir. 26. ginde a-endosulfan %97, B-endosulfan

%98 ve toplam endosulfan %98 oranida pargalanma degerine ulasmistir.
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Sekil 6.33. Grup-4 i¢in mikroorganizma + besin olan endosulfan +
pH=8,4+0,1 + 4mg/L glikoz olan ortamda mikroorganizma
blylume grafigi ve pH

Cizelge 6.9. Endosulfan giderim sonuglari.

Grup -1 Grup- 2 Grup- 3 Grup- 4
% Endosulfan % Endosulfan % Endosulfan % Endosulfan
Zaman giderim giderim giderim giderim

(glin) a B 2 a |B 2 |a B 2 |«a B 2

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

34 33 33 | #H 41 41 27 18 21 60 69 65

48 |46 47 70 81 77 M 36 38 74 85 80

0
2
4 57 63 64 |49 66 58 59 |43 50 90 85 87
6
9

56 |49 52 81 86 84 |49 |43 |45 82 90 87

11 55 55 55 82 89 86 |46 |40 |43 84 90 88
14 40 |41 41 84 91 88 |43 36 39 86 93 90
22 64 56 59 94 95 95 59 |46 51 96 98 97
25 61 57 59 96 97 97 63 50 55 97 98 98

Literatlrde yapilan ¢alismalarda, gram negatif bir bakteri tirt olan Bordetella
sp. B9 ile endosulfanin pargalanmasi i¢in mineral besi ortamina ek karbon
kaynagi olarak dextroz eklemisler ve 18 glinde, alfa endosulfanin %53, beta
endosulfanin %48 oraninda pargalandigini hesaplamiglardir. Ek karbon
kaynagi olmayan ortamda alfa endosulfan %80, beta endosulfan %86

oraninda pargalanmaktadir. Ek karbon kaynaginin  endosulfanin
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parcalanmasinda etkili olmadigi sonucuna varmiglardir. Cankud, mineral besi
ortamina dextroz eklendiginde mikroorganizma tarafindan karbon kaynagi
olarak kolayca kullaniimaktadir. Mikroorganizma, endosulfana gore dextrozu
enerji kaynagdi olarak tercih etmektedir (Goswami ve Singh, 2009). Awasti vd.
(1997) glukozun mineral besi ortamina eklenmesinin endosulfanin
parcalanmasinda bir etkisi olmadigini rapor etmiglerdir. Diger bir
arastirmada, Kumar ve Philip, 2006(b), karisik kaltar (Staphylococcus sp.,
Bacillus circulans |, Bacillus circulans Il) ile ek karbon kaynagi olarak dextroz
kullanarak, endosulfanin parcalanmasini arastirmislardir. Endosulfanin 4
hafta inkibasyon suresinden sonra aerobik ortamda %71, fakultatif ortamda
%76 oraninda pargalandigi, ek karbon kaynadi eklenmesi ile aeobik
sistemlerde %13, fakultatif anaerobik sistemlerde %12 oraninda arttirdig
sonucuna vardilar. Bhalerao ve Puranik (2007) Aspergillus niger turinin 12
guinde endosulfanin tamamini parcaladigini belirlediler. Singh vd. (2010),
endosulfani tek sulfir kaynagi olarak kullanilarak topraktan izole edilen
Achromobacter xylosoxidans turl ile alfa endosulfani %94,12, beta

endosulfani ise %84,52 oraninda pargalandigini rapor ettiler.

Biyolojik pargalanma saglandikga ortaminin pH’sinin azaldigi literattirde
belirtmektedir. Bakteri kiltir ortaminda pH’da meydana gelen bu azalmanin
endosulfanin halojenlensizmesinden ve asidik maddelerin olugsmasindan
olabilecegini rapor etmiglerdir. pHda meydana gelen azalmanin HCI
olusmasindan dolayl yada mikroorganizmalar tarafindan organik asit
olusmasi nedeniyle olabilecegini belirtmektedir. Bu sonuclar pek ¢ok
arastirmada dogrulanmistir (Sutherland vd. 2000, 2002; Kwon vd, 2002;
Awasthi vd, 2003; Siddique vd. 2003a; Bhalera ve Puranik., 2009).

Awasthi vd (2000) toprakta endosulfan izomerlerinin parcalanmasinda pH
etkisi icin yapilan arastirma sonucunda toprakta pH=3'te endosulfanin
izomerlerinde pargalanma olmamig, pH=5te yavas bir parcalanma ve

pH=7,5 ile 8,5 arasinda onemli bir pargalanma goérmusglerdir. Hussain vd.
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(2007) tarafindan yapilan arastirmada, mikroorganizma turlerinin endosulfan
parcalanmasi uUzerine pH etkisini belirlemek icin pH 4-10 araliginda
arastirma yapmislar. Alfa ve beta izomeri igin maksimum pargalanmanin

pH=6 degerinde oldugunu tespit etmislerdir.

Tez calismasi sonucunda, sadece endosulfanin karbon kaynagi olarak
bulundugu Grup-1 ve Grup 2 reaktdrlerde pH degisimine gore endosulfanin
giderim veriminin degistigi belirlenmigtir. Grup-1 deneyi, pH=6,5 olan
deneyde (Sekil 6.2630.) endosulfan giderimim 9. gunden sonra yavaslamis
ve 26. gunde a-endosulfan %61, B-endosulfan %57 ve toplam endosulfan
%59 oraninda pargcalanmistir. Grup-2 deneyi pH=8,4+0,1 alkali ortamda
(Sekil 6.25) 6. gunden sonra yavaslamis ve 26. guinde pH=7,44+0,1 degerine
duserek a-endosulfan icin %96, B-endosulfan icin %97 ve toplam endosulfan
%97 oraninda parcalanmistir. Bu sonuclar; endosulfanin alkali ortamda daha
hizli parcalandigini gostermektedir. Alkali ortamda, pH degerinde degisim
endosulfan giderimine bagl olarak daha yuksek ¢ikmaktadir. Alfa endosulfan
ile beta endosulfanin pargalanmasi arasinda 6nemli bir fark olmadigini

gOstermektedir.

Grup-3 ve Grup-4 reaktorlerde endosulfan parcalanmasi Uzerine ek karbon
kaynaginin (glikoz) etkisi ve ayrica pH etkisi belirlenmigstir. degisimine gore
endosulfanin giderim veriminin degistigi belirlenmistir. Grup-3 deneyi, pH=6,5
olan deneyde (Sekil 6.26.) ek karbon glikoz varliginda endosulfan giderimim
9. gunden sonra yavaslamis ve 26. ginde a-endosulfan %63, p-endosulfan
%50 ve toplam endosulfan %55 oraninda parcalanma degerine ulagsmistir.

Grup-4 deneyi pH=8,4+0,1 alkali ortamda (Sekil 6.25) ek karbon kaynagi
glikoz varliginda 6. gunden sonra yavaslamis ve 26. glinde a-endosulfan
%97, B-endosulfan %98 ve toplam endosulfan %98 oranina ulasmistir Bu
sonuglar; ek karbon kaynagi varliginda endosulfanin alkali ortamda daha
hizli pargcalandigini gostermektedir. Alkali ortamda endosulfan giderimine

bagli olarak daha ylksek ¢ikmaktadir. Alfa endosulfan ile beta endosulfanin
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parcalanmasi arasinda alkali ortamda fark yok iken, pH=6,5 olan ortamda

alfa endosulfan daha hizli pargalanmaktadir.

Yukarida verilen sonugclar, endosulfanin pargalanmasi tUzerine glikozun etkisi
olmadigi gostermektedir. Goswami ve Singh (2009) tarafindan yapilan
calismada da belirtildigi gibi mineral besi ortaminda ek karbon kaynaginin
olmasi, mikroorganizmanin ©Oncelikli olarak glikozu kullandigindan

endosulfani parcalayamadigini gostermektedir.

Ortam pH’inin alkali olmasi endosulfan giderim verimini arttirdigi sonucuna
varimistir. a-endosulfan ile p-endosulfan pargalanmasi arasinda buyuk bir

fark olmadigi sonucuna varilmigtir.

6.2.7 Endosulfan gideriminin mikroorganizma uremesi ile
iligkilendirilmesi

Endosulfanin  mikroorganizma tarafindan kullanildiginin  gdsterilmesi

parcalanmanin biyolojik olusumu gdstermesi i¢in gerekmektedir. Bu durumda

mikroorganizma buyumesine bagli olarak optik yogunlukta artis, endosulfan

konsantrasyonunda da azalma beklenmektedir. Farkli Ureme kosullarinda

arastirilan bu baglanti Sekil 6.34, 6.35, 6.36. ve 6.37.’da gdsterilmektedir.
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Sekil 6.34. Grup 1 icin mikroorganizma + besin +0,1 mg/L endosulfan +
pH=6,5+0,1 olan ortamda optik yogunluk (600 nm) ve endosulfan

giderim grafigi.
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Sekil 6.35. Grup 2 icin mikroorganizma + besin + 0,1mg/L endosulfan +
pH=8,410,1 olan ortamda optik yogunluk (600 nm) ve endosulfan
giderim grafigi.
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Sekil 6.36. Grup 3 igin mikroorganizma+ besin + 0,1 mg/L endosulfan +
pH=6,5+0,1 ve glikoz olan ortamda optik yogunluk (600 nm) ve
endosulfan giderim grafigi.
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Sekil 6.37. Grup 4 icin mikroorganizma+ besin +0,1 mg/l endosulfan +
pH=8,4 +0,1 ve glikoz olan ortamda optik yogunluk (600 nm) ve
endosulfan giderim grafigi.
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6.2.8 Endosulfan giderimi kinetik parametrelerinin hesaplanmasi

Karisik mikroorganizma kualtirinan endosulfani parcalama sabiti Bolum

6.2.3.’de verilen denklem (6.2) kullanilarak hesaplanmigtir. Kesikli reaktor

deneyleri pargalanma sabiti grafikleri asagida verilmektedir. Bu grafiklere

bakilarak degerlendirme yapildiginda;

Sekil 6.38."de, Grup-1 kesikli reaktdor deneyinde alfa endosulfan
parcalanma sabiti ki=0,111 (r?=0,681), beta endosulfan parcalanma
sabiti k;=0,116 (r’=0,700) ve toplam endosulfan parcalanma sabiti
k:=0,116 (r*=0,667) olarak hesaplanmistir.

Sekil 6.39.de, Grup-2 kesikli reaktdor deneyinde alfa endosulfan
parcalanma sabiti ki=0,203 (r?=0,991), beta endosulfan parcalanma
sabiti k;=0,237 (r’=0,974) ve toplam endosulfan parcalanma sabiti
ki:=0,221 (r*=0,989) olarak hesaplanmistir.

Sekil 6.40.da Grup-3 kesikli reaktor deneyinde alfa endosulfan
parcalanma sabiti ki=0,132 (r?=0,769), beta endosulfan parcalanma
sabiti k;=0,121 (r*=0,808) ve toplam endosulfan parcalanma sabiti
k:=0,125 (r*=0,806) olarak hesaplanmistir.

Sekil 6.41.’da Grup-4 kesikli reaktor deneyinde alfa endosulfan
parcalanma sabiti k;=0,182 (r?=0,540), beta endosulfan pargalanma
sabiti k;=0,244 (r’=0,861) ve toplam endosulfan parcalanma sabiti
k:=0,214 (r?=0,745) olarak hesaplanmustir.
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Sekil 6.38. Grup-1 kesikli reaktor deneyi icin (mikroorganizma + mineral

besint 0,1 mg/L endosulfan + pH=6,5+0,1) endosulfan
pargalanma kinetigi.
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Sekil 6.39. Grup-2 kesikli reaktoru icin (mikroorganizma + mineral besin +

0,1mg/l endosulfan+pH=8,4+0,1) endosulfan pargalanma kinetigi.
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Sekil 6.40. Grup-3 kesikli reaktorl icin (mikroorganizma + besin +0,1 mg/L
endosulfan + 4 mg/L glikoz + pH=6,5+0,1) endosulfan
parcalanma kinetigi.

2,5
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Sekil 6.41. Grup-4 kesikli reaktorl icin (mikroorganizma + besin +0,1mg/|
endosulfan + 4mg/l glikoz + pH=8,4+0,1) endosulfan parcalanma

kinetigi.
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Literatirde yapilan ¢alismalarda, bulunan pargalanma sabiti degerleri Bolum
6.3.3."de verilmekte ve bu calismada hesaplana degerler Cizelge 6.10.'da
verilmigtir. Literatirde yapilan c¢alismalarda alfa endosulfan pargalanma
sabiti, beta endosulfan pargalanma sabitinden daha kuguktir. Bu ¢alismada,
paralel sonug ¢gikmaktadir. Yalniz Grup-3 kesikli reaktorinde alfa endosulfan
sabiti beta endosulfan parcalanma sabitinden yuksek c¢ikmaktadir. Bu
reaktorde ek karbon kaynagi olarak glikoz kullaniimigtir. a-endosulfan
parcalanma sabiti, B-endosulfan pargalanma sabitine gore kuguk ¢iktigini
rapor etmiglerdir. Bu deney kapsaminda bu sonuglara paralel sonug
cikmistir.  B-endosulfanin  parcalanma  mekanizmasi  a-endosulfanin

parcalanma mekanizmasindan farkl oldugunu géstermektedir.

Cizelge 6.10. Set 2 kesikli reaktor deneyleri endosulfan pargalanma sabitleri.

a-endosulfan - endosulfan Toplam endosulfan
K-1 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r’ 0,681 0,700 0,667
Ky (gin™) 0,111 0,116 0,116
K-2 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r’ 0,991 0,974 0,989
k1 0,203 0,237 0,221
K-3 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r’ 0,769 0,808 0,806
Ky (gin™) 0,132 0,121 0,125
K-4 kesikli deneyi (Bu ¢alisma)
r’ 0,540 0,861 0,745
ky (gin™) 0,182 0,244 0,214

Yukarda anlatilan deney calismalarinda, kultur zenginlestirme teknigi ile
endosulfani parcgalayabilen karigik bakteri kultiri elde edilmistir. Karigik
bakteri kilttrlnin izolasyonu yapilarak PCR teknigi ile 16S rDNA dizilimi ile
Methylobacterium rhodesianum, Afipia Genosp ve Sphingomonas
yanoikuyae Q1 tirleri tanimlanmistir. Tanimlanan bakteri tlrleri literatirde
bugline kadar endosulfan biyolojik parcalanmasi igin c¢alisma rapor
edilmemistir. Tanimlamasi yapilan bakteri turleri ile karigik kultur olarak

kesikli reaktor deneyleri yapilarak aritim verimleri belirlenmeye ¢alisildi.
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Bundan sonraki boliumde bakteri kulturinun zeolit ylzeyinde biyobariyer

olusturma potansiyeli anlatilacaktir.

6.2.9 Endosulfan giderim sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Tez caligmasinda, endosulfan giderimi sireci incelenirken ve biyobariyer
gelistirilirken elde edilen sonuglar arasindaki iligkilerin istatistiksel anlamlilig
degerlendirilmistir. Kesikli reaktor deneylerinde, endosulfan giderimi
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Bu amacla istatistiksel program olan

Statgraphics programi kullanilarak one way anova testi uygulanmigtir.

Varyans analizi (veya Anova), gozlenen varyansi cesitli kisimlara ayirma
yontemiyle bazi degiskenlerin baska bir degisken Uzerindeki etkisini
incelemeye yarayan bir grup modelleme tiri ve bu modellerle iligkili
islemlere verilen genel isimdir. Bu tur modeller ¢ézimlenen varyansin gesitli

aciklayici degiskenlerin etki pargalarina bélmesini incelerler.

6.2.9.1 Regrasyon Analizi

Regrasyon analizi bagimli degigken ile bir veya daha ¢ok bagimsiz degisken
arasindaki iligkiyi incelemek amaciyla kullanilan bir analiz yontemidir. Bir tek
bagimsiz degiskenin kullanildigi regresyon tek degiskenli regresyon analizi,
birden fazla bagimsiz degiskenin kullanildidi regresyon analizi de ¢ok

degiskenli regresyon analizi olarak adlandirilir.

Tek Degiskenli Regrasyon Analizi Tek degiskenli regrasyon analizi bir
bagimli degigsken ve bir bagimsiz degisken arasindaki iligkiyi inceler. Tek
degiskenli regresyon analizi ile bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki

dogrusal iligkiyi temsil eden bir dogrunun denklemi formile edilir.

Calismada, endosulfanin biyolojik parcalanmasi ile birlikte optik yogunlugun
arttigr Bolium 6.2.7."de goérulmektedir. Endosulfanin iki izomeri olan alfa ve
beta endosulfanin biyolojik parcalanmasi ile optik yogunluk arasindaki iligkiyi

belirlemek igin regrasyon analizi yapilmistir. Analiz sonuglari,Cizelge 6.11.’de
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verilmektedir. Cizelge 6.11’e gore Alfa ve Beta endosulfan konsantrasyon
degeri azalmasi ile optik yogunluk deg@erinin arttigi gérulmektedir. Bu sonug
alfa beta endosulfanin mikroorganizmalar tarafindan kullanildigini

gOstermektedir.

Cizelge 6.11. Alfa ve Beta Endosulfan pargalanmasi ile Optik Yogunluk
arasindaki iligkiye belirlemek icin regrasyon analizi

Alfa Endosulfan R* (%)
D1 Y = 32,337 - 730,876*X 30
D2 Y = 20,6066 - 387,513*X 38
D3 Y = 39,1532 - 619,401*X 56
D4 Y = 21,0048 - 463,901*X 41
Beta Endosulfan
D1 Z=51,546 - 1131,49*X 31
D2 34
Z = 24,1468 - 493,31*X
D3 Z = 56,6655 - 701,929*X 53
D4 Z = 26,2131 - 620,808*X 40

Yukaridaki esitliklerde; Y= Alfa Endosulfan, X=Optik Yogunluk, Z=Beta Endosulfan,.

D=Kesikli Reaktori ifade etmektedir.

6.2.10 Kesikli Reaktérlerde pH Olgiimleri igin Yapilan Anova Testi
Dort adet kesikli reaktdér deney grubunun, alfa endosulfan dlgimleri kendi

icerisinde varyans analizi uygulanmigtir. Deney sartlari Cizelge 6.12.'de
O0zetlenmektedir. Anova analizinde alfa, beta ve toplam endosulfan giderim
verimi olarak istatistiksel analizler yapilmistir. Analiz sonuclar asagida
verilmektedir.

Cizelge 6.12. Endosulfan biyolojik pargalanmasi icin deney sartlari.

Deney [Deney Mineral Mikroorganizma | Endosulfan | pH Ek Isik
Gruplar Soltsyon karbon
sartlar K N
aynagi
D-1 Kesikli | Var var 0,1 mg/l 6,51 | yok yok
D-2 Kesikli | Var var 0,1 mg/l 8,411 | yok yok
D-3 Kesikli | Var var 0,1 mg/l 6,5+1 | Glikoz | yok
4mg/L
D-4 Kesikli | Var var 0,1 mg/l 8,411 | Glikoz | yok
4 mg/L
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Kesikli reaktor deneylerinde alfa endosulfan giderimi icin anova hesabi,
Cizlelge 6.13.de veriimektedir. Cizelge 6.13.e gore %95 guvenilirlik
araliginda, p <0,05 oldugundan kesikli deneyler gruplari i¢in alfa endosulfan

giderim verimi arasinda bir fark oldugunu goéstermektedir.

Cizelge 6.13. Kesikli reaktor deneyleride alfa endosulfan giderimleri igin

anova hesabi

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 1746,1 3 582,034 4,22 0,0127

With in groups 4410,62 32 137,832

Total (Corr.) 6156,73 35

istatistiksel olarak hangi kesikli reaktor deneyinde fark oldugunu belirlemek
icin Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range Test) yapilmigtir. Analiz
sonucu, Cizelge 6.14.de verilmektedir. Cizelge 6.14’e gbre istatistiksel
olarak asagidaki sonuclara varilmisgtir; (D-1 ve D-4),( D-2 ve D-3) ve (D-3 ve
D-4) reaktorleri arasinda istatistiksel olarak fark vardir. Bu reaktorler
arasindaki temel fark pH degerlerinin farkli olmasidir. Endosulfan gideriminde

pH’nin etkili parametre oldugunu géstermektedir.

Cizelge 6.14. Kesikli reaktor deneyleri alfa endosulfan giderimleri icin Coklu
Degisim Arali§i Testi (Multiple Range Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

D-4 9 9,665 X

D-2 9 12,9856 XX

D-1 9 24,2161 XX

D-3 9 25,8017 X

Contrast Difference +/- Limits

D-1-D-2 11,2306 11,2732

D-1-D-3 -1,58556 11,2732

D-1-D-4 *14,5511 11,2732

D-2 - D-3 *-12,8161 11,2732

D-2 - D-4 3,32056 11,2732

D-3 - D-4 *16,1367 11,2732
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beta kesikli reaktor

parcalanmasi veriminin istatistiksel olarak farkini belirlemek igin one Way

Endosulfanin izomerinin deneylerinde biyolojik
anova yapilmigtir. Analiz sonucu, Cizelge 6.15.de verilmektedir. Analiz
sonucuna gore; %95 guvenilirlik araliginda p<0,05 olmasi kesikli reaktor
deneyleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugunu go&stermektedir.
istatistiksel olarak hangi kesikli reaktdor deneyinde fark oldugunu belirlemek
icin Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range Test) yapiimistir. Analiz

sonucu, Cizelge 6.16.’da verilmektedir.

Cizelge 6.15.’e gore (D-1 ve D-2), (D-1 ve D-4), (D-2 veD-3) ve (D-3 ve D-4)
kesikli

degismesi beta endosulfan pargcalanmasini degistirdigini ve beta endosulfan

reaktor deneylerinde temel fark pH degerleridir. pH degerinin

gideriminde etkili bir parametre oldugunu gostermektedir.

Cizelge 6.15. Kesikli reaktor deneyleri icin beta endosulfan giderimleri igin
anova hesabi.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 6894,47 3 2298,16 9,06 0,0002

With in groups 8115,91 32 253,622

Total (Corr.) 15010,4 35

Cizelge 6.16. Kesikli reaktor deneyleri beta endosulfan giderimleri icin Coklu
Degisim Araligi Testi (Multiple Range Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

D-3 9 11,0378 X

D-1 9 14,445 X

D-2 9 38,9739 X

D-4 9 41,535 X

Contrast Difference +/- Limits

D-1-D-2 *24,5289 15,292

D-1-D-3 -2,56111 15,292

D-1-D-4 *27,9361 15,292

D-2 - D-3 *-27,09 15,292

D-2 - D-4 3,40722 15,292

D-3-D-4 *30,4972 15,292

* istatistiksel olarak datalar arasindaki farkhihid géstermektedir.
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Toplam endosulfan giderimi  kesikli reaktor deneylerinde biyolojik
parcalanmasi veriminin istatistiksel olarak farkini belirlemek icin one way
anova yapilmigtir. Analiz sonucu, Cizelge 6.17°’de verilmektedir.. Analiz
sonucuna gore; %95 guvenilirlik araliginda p<0,05 olmasi kesikli reaktor
deneyleri arasinda istatistiksel olarak fark oldugunu go&stermektedir.
istatistiksel olarak hangi kesikli reaktér deneyinde fark oldugunu belirlemek
icin Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range Test) yapiimistir. Analiz
sonucu, Cizelge 6.18’de verilmektedir. Cizelge 6.18’e gore (D-1 ve D-2), (D-1
ve D-4), (D-2 veD-3) ve (D-3 ve D-4) kesikli reaktdr deneylerinde istatistiksel
olarak fark vardir. Iki kesikli reaktor deneyinde, ek karbon kaynagi olarak

glikoz bulunmaktadir. Ayrica, pH degerleri farkhdir

Cizelge 6.17. Kesikli reaktor deneyleri igin toplam endosulfan giderimleri igin
anova hesabil.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 15466,1 3 5155,37 6,78 0,0011

With in groups 24321,6 32 760,051

Total (Corr.) 39787,7 35

Cizelge 6.18. Kesikli reaktdr deneyleri Toplam Endosulfan giderimleri igin
Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

D-3 9 20,7028 X

D-1 9 27,4694 X

D-2 9 62,9567 X

D-4 9 67,3367 X

Contrast Difference +/- Limits

D-1-D-2 *35,4872 26,4724

D-1-D-3 -4,38 26,4724

D-1-D-4 *42,2539 26,4724

D-2 - D-3 *-39,8672 26,4724

D-2 - D-4 6,76667 26,4724

D-3-D-4 *46,6339 26,4724

* istatistiksel olarak datalar arasindaki farkligi géstermektedir
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Istatistiksel dgerelendirmeler sonucunda, endosulfanin pargalanmasinda pH

degerinin etkili bir parametre oldugu sonucu ¢ikmistir.

6.3 Biyobariyer Galigmalar

Endosulfani yerinde aritmak ve yeralti suyunu iyilestirmek igin gelistirilen
biyobariyerde dolgu maddesi ve tutunma yuzeyi olarak dogal zeolit
kullanilmigtir. Biyobariyer tek boyutlu akis icin kolon reaktor ile simule

edilmigtir. Deney duzenekleri ile ilgili bilgiler asagida verilmektedir.

Kolon reaktor siirekli besleme hizi= 0,3 cm®/dk

Kolon reaktér izleyici madde deneylerinde kullanilan hiz= 33,3 cm®/dk

Kolon hacmi = V= 1r*r**h (6.3)
Burada,
r= Kolon yarigap!

h=Kolon yuksekligi

Buna gore reaktdrdeki gbzeneklilik malzemenin bogsluk hacminin, toplam

hacme orani olarak asagidaki gibi hesaplanir:

n="Vv/Vt (6.4)
Burada,

n= porozite gozeneklilik

Vit = Toplam hacim (cm?®)

\V/v= Bosluk hacmi (cm?®) (Kolon dolu iken sivinin gectigi hacim alinmistir).

Kolon akig sartlari ile ilgili veriler agagida verilmektedir.
Kolon Hacmi : V=3,14*(2,23)**33= 515 cm®

Kolon toplam hacmini belirlemek icin, ayrica bos kolon suyla doldurulmustur.
Kolon toplam hacmi V=520 cm?® ¢ikmustir.

Kolon bosluk hacmini belirlemek igin zeolit ile dolu iken sivi gegirilmistir.
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Kolon bosluk hacmi=280 cm? gikmustir.
Porozite hesabinda, deneysel yontemle c¢ikan kolon toplam hacmi esas

alinmistir.

Porozite, denklem (6.4) deki formul kullanilarak
n=280 cm®/520 cm>= 0,54 olarak hesaplanmistir.

6.3.1 Biyobariyer Dolgu Malzemesinin Tanimlamasi
Biyobariyerlerde dolgu malzemesi olarak tanimlanan yapi sadece tasiyici

olarak kullanilmaz, aritimin performansinda da etkilidir. Bu calismada,
biyobariyer olusturmak icin kullanilan yukari akisli kolon reaktérde
mikroorganizma gelisim yuzeyinin zeolit olmasinin gerekgeleri vardir.
Literatirde, dogal zeolit yuzeyinde biyofilm olusturarak cesitli kirleticilerin
aritiimasi icin g¢alismalar yapilmistir. Bu c¢alismalarda, dogal zeoliti bakteri
(Arthrobacter viscosus) icin destek ylzeyi olarak kullanilarak biyofilm
olusturup 1,2 —diklorobenzen giderimi arastirilmistir (Figueiredo vd., 2006).
Baska bir ¢calismada ir tlr yapay zeoliti olan NaY, bakteri (Escherichia coli)
icin destek ylizeyi olarak kullanilarak biyofilm olusturup Cr*®, Cd*?, Fe* ve
Ni*? giderim calismalari yapilmistir (Quintelas, 2009). Dogal zeolit, biyofilm
icin iyi bir destek malzemesidir. Ayrica, dogal zeolitin ucuz olmasi nedeni ile
aritim c¢alismalarinda kullanimi  ekonomiktir (Lameiras vd., 2008). Bu
nedenlerden dolayi, kolon reaktdrde dolgu malzemesi ve mikroorganizma
destek ylzeyi icin Manisa (Gordes) Yoresi dogal zeolit kullaniimigtir.
Kullanilan dogal zeolit Rota Madencilik A.S.’den alinmistir. Ayrica zeolitin
kimyasal tanimlamasi igin MTA Genel Mudurligi Maden Analizleri Ve
Teknolojisi Dairesi Laboratuvarinda, XRF ve XRD analizleri yaptiniimistir.
Ayrica, Rota Madencilik A.S. tarafindan yaptiriilmis olan dogal zeolite ait

kimyasal sonuclar Ek-6.'da verilmekte ve Cizelge 6.19.’de 6zetlenmektedir.
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Cizelge 6.19. Dogal Zeolitin XRF analiz sonuglari.

Kimyasal Rota Madencilik A.$ MTA Genel Midiirliigii Maden
icerik (%) Analizleri ve Teknolojisi Dairesi
Laboratuvarinda

SiO, 65-72 70,9

Al;O3 10-12 11,5

CaO 2,5-3,7 2,8

K20 2,3-3,5 2,1

Fe 03 0,8-1,9 1,2

MgO 0,9-1,2 1,2

Na,O 0,3-0,65 0,5

TiO, 0-0,1 0,1

MnO 0-0,3 0,1

Yukarida verilen sonuglar zeolitin biyobariyer olusumu agsamasinda elektron
taramali X-ray analiz sonuglarini degerlendirmede referans degerler olarak

kullanilmistir.

Dogal zeolitin tanimlasi XRD ile yapilmistir. Rota Madecilik A.$. tarafindan
verilen XRD sonuglarina goére %88-95 Klinoptilolit, %3-5 feldispat, %2-5
montmorillonit, %0-2 kristobalit ve % 0-3 muskovit olarak tanimlanmistir.
MTA tarafindan verilen XRD sonucu, dogal zeolitin, klinoptilolit oldugu
feldispat grubu mineral icerdigi, ¢cok az simektit grubu kil minerali ve amorf

madde igerdigi rapor edilmistir. Ek-6.’da tanimlama sonugclari verilmektedir.

Dogal zeolitin dane dagilimini belirlemek ve deneylerde ayni dane boyu ile
calismak igin elek analizi yapilmistir. Elek analizi Hacettepe Universitesi
Maden Muhendisligi Bolumu laboratuvarinda yapilmigtir. Deney sonugclari Ek

2.’de verilmektedir.

Elek analiz sonucu deneylerde kullanilan dogal zeolitin boyut dagihmi: +

1000 mikron, +850 mikron, +710 mikron, + 600 mikron olarak elde edilmigtir.

128



Kolonda 710 mikron boyutundaki zeolit dolgu kullaniimistir. Bu boyuttaki
zeolit dolgunun kullaniimasinin nedeni daha kuglik ylzey kullanarak

mikroorganizmalarin destek yluzey alanini arttirmaktir.

6.3.1.1 Piston Akigh Reaktorlerde (Dolgulu Kolon) Kullanilan iz
Maddenin Belirleme Galigmalan
Kolondaki  porozite, laminar akis sartlari, hidrostatik iletkenlik

parametrelerinin belirlenmesinde kullanmak icin, dolgu maddesi ve biyofilm

ile en az etkilesimi verecek iz-madde deneyler sonunda segilmistir.

Dolgulu kolonda kullanilacak uygun iz maddenin belirlenmesi amaciyla
CaCl,, KCI ve NaCl kullanarak taginim deneyleri yapilmistir. Deney grafigi
toplu olarak, Sekil 6.42.’de verilmektedir. Kolonlarda taginimi belirlemek igin
iletkenlik olgumleri yapilmistir. Elde edilen iletkenlik verileri E- egrilerine
donustirdlmastir. Ek-7.de her bir parametre icin yapilan tasinim deney

grafikleri verilmektedir.

Yapilan izleyici deney sonucu Sekil 6.42.'de gosterildigi gibi, zeolit yuzeyi ile
etkilesimin NaCl=CaCl,<KCI sirasi ile oldugu grafikte de goériimektedir. KCI
zeolit tarafindan tutuklanmasi tekrarlanan iz-madde analizleri ile kesin olarak
belirlenmistir. NaCl digerlerine gore afinitesi en dlsuk olarak rapor edilen
katyondur. Ayrica Na® biyofilm yapilar icin bir 6zellik tasimamaktadir. Bu
sonuglara gore kolon igin en iyi izleyici madde NaCl olarak belirlenmistir.

Sekil 6.43.’de izleyici maddenin kolondan c¢ikis profili gériimektedir.
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Sekil 6.43. Kolondan izleyici madde cikis grafigi.

izleyici kimyasallarin ve endosulfanin zeolit yapisinda meydana getirdigi
kimyasal degisikligi anlamak icin elektron taramali X-ray

spektrofotometresinde (EDS) zeolitin kimyasal karakterizasyonu yapilmistir.
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Deneyler sonucunda; dogal zeolitin SEM goruntusu ve enerji yayillimli X-Isini
spektroskopi ile yapilan kimyasal karakterizasyonu Sekil 6.44.de
verilmektedir. Grafikte goruldugu Uzere dogal zeolitte iyonlarin siralamasi
K'>Ca"">Na" seklindedir.

g il
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o «
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Sekil 6.44. Dogal zeolitin a) SEM goéruntiust b) Enerji Yayilimh X-Isini
Spektroskopi ile kimyasal karakterizasyonu

N2252113
MAG: 235 HV:15.0kv  WD: 21:5 mm

Bolim 6.3.1.’de belirtildigi dogal zeolitin MTA laboratuarindaki XRF
sonucunda zeolit yilizeyinde siralamasi Ca'">K'>Na" seklindedir. Rota
Madenciligin verdigi kimyasal analiz raporunda Ca™"=K'>Na' seklinde
siralanmistir. Bu sonuglar; dogal zeolit kalsiyum ve potasyumca zengin bir

elementtir. Elektron mikroskop analizinde de ayni sonug belirlenmistir.
Sekil 6.45.’da CacCl;, ile islem gérmuUs zeolitin SEM fotografi ve enerji yayilimli

X-lsini spektroskopi ile yapilan kimyasal karakterizasyonu goriimektedir.

Grafikte goériildiigii (izere iyonlarin siralamasi Ca**>K*>Na" seklindedir.
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Sekil 6.45. CaCl, ile islem gormus dogal zeolitin a) SEM goruntisu b) Enerji
Yayilimh X-Isini Spektroskopi ile kimyasal karakterizasyonu

iyon Miktari (%)

CaCl, ile islem gormis zeolitte Ca™ iyonu, K' iyonuna gbére daha
elektronegatif oldugundan (Ersoy vd, 2001) K ile Ca*® iyonunun vyer
degistirdigi enerji yayilimli X-ray spektroskopisi kimyasal karakterizasyonu
sonucu ¢ikmaktadir.

Sekil 6.46."da KClI ile islem gdormus zeolitin SEM fotografi ve enerji yayilimli
X-lsini spektroskopi ile yapilan kimyasal karakterizasyonu goriimektedir.
Grafikte gorildiugi lzere dogal zeolitte iyonlarin siralamasi K*>Ca**>Na*

seklindedir.

lyon Miktari (%)

o B iyl

X 2 600 1000
Distance /pm
N-2252 99 Mesafe (um)
MAG:93x HV:15.0kvV  WD: 9.1 mm SE am— -,

Sekil 6.46. KClI ile islem gérmus dogal zeolitin a) SEM goéruntusu b) Eneriji
Yayilimli X-Isini Spektroskopi ile kimyasal karakterizasyonu
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Sekil 6.47.’de NaCl ile iglem gormus zeolitin SEM fotografi ve enerji yayilimli
X-lsini spektroskopi ile yapilan kimyasal karakterizasyonu goriimektedir.

Grafikte goriildigii (izere iyonlarin siralamasi Na*>Ca*?>K" seklindedir.

lyon Miktari (%)

N-2252101
MAG: 144 x HV:15.0kV  WD: 8.7 mm

Sekil 6.47. NaCl ile igslem gormus dogal zeolitin a) SEM goruntisu b) Eneriji
Yayilimh X-Isini Spektroskopi ile kimyasal karakterizasyonu

Sekil 6.48.’de endsulfan ile islem gérmus zeolitin SEM fotografi ve enerji
yaythmli  X-Isini  spektroskopi ile yapilan kimyasal karakterizasyonu
gorilmektedir. Grafikte goruldigu Gzere dogal zeolitte iyonlarin siralamasi
Ca"*>K*>Na" seklindedir.

ity
; WLl \Q#\“‘]{“‘Jﬂw f/llb,\\ “,w\\\f‘,lwﬂﬂ“"

Al j\\"\/‘\/\, jm _ﬂ‘“ﬂ’%\‘( :
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Mesafe (um)

Sekil 6.48. Endosulfan ile islem gérmis dogal zeolitin a) SEM gorintisi b)
Enerji Yayihmli X-Isini Spektroskopi ile kimyasal karakterizasyonu

Mes

Iyon Miktari (%)

N-2252103 1000 pm
MAG:65x HV:15.0kV_ WD: 9.0 mm
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Bu zeolitin MTA’da yaptirilan kimyasal analizine gore %70,9 SiO,, %11,5
Al,O3, %2,1 K0, %2,8 CaO, %0,5 NaO, %1,2 MgO ve %1,2 Fe,O3
icermektedir. Kullanilan zeolitin K*, Ca*? ve Na* iyonlari icin gésterdigi afinite

siralamasi Ca*?>K*>Na" seklindedir.

Bu durum, Cizelge 6.20. ile aciklanabilir. Literaturdeki caligmalardan da
bilindigi Uzere klinoptilolitin blinyesinde var olan katyon tipi, katyon degistirme
mekanizmasini dogrudan etkileyen bir parametredir. Her bir katyonun
yapidaki yerlesim yeri, elektronegatifligi, koordinasyon sayisi, dipol momenti,
iyon c¢api vb. Ozelliklerine baglh olarak diger bir inorganik veya organik
katyonla iyon degistirme kapasitesi ve ayrica gaz halindeki C0,, S0,, CH,4 vb.
molekullerle olan etkilesimleri farkhdir. Bu farklilikta, 6zellikle organik katyon
halindeki adsorbatlar i¢in molekulin diuz veya dallanmis zincirli olmasi da

blyUk dnem tasimaktadir.

Ayrica K-Klinoptilolit ve Dogal-Klinoptilolit ile elde edilen adsorpsiyon
kapasitesinin digerlerine gore bir miktar daha dusuk olmasi, hem zeolitik ve
hem de non-zeolitik yapida yer alan bu katyonlardan potasyumun, sodyum
ve kalsiyuma oranla kristal yapidaki badinin daha kuvvetli olmasi diger bir
ifadeyle koordinasyon sayisinin daha yiksek olmasi ve buna bagl olarak da
iyon degistirme kabiliyetinin daha dugsuk olmasindan kaynaklandigi
soylenebilir. Bununla birlikte Ozellikle klinoptilolitin kanal acikliklarindan
gecebilecek adsorbat molekdlleri ile klinoptilolit arasindaki etkilesimlerde iyon
veya molekillerin elektronegatiflik degeri, polarizasyonu, boyutu vb.

Ozellikleri de g6z éninde bulundurulmalidir (Ersoy vd. 2001).

134



Cizelge 6.20. Klinoptilolit yapisinda bulunan 6nemli katyonlarin baz fiziksel

Ozellikleri.

Katyon lyon Capi Klinoptilolitdeki Elektronegatiflik
(A koordinasyon sayisi degeri (Paul’a gore)

Na* 0.98 2x0 (Oksijen), 5x1°0 0.9

ca"™ 1.17 2x0, 5xH,0 1.0

K" 1.33 6x0, 5xH,0 0.8

Yukarida verilen grafiklerden de goruldugu Uzere, mikroorganizma igin
destek yuzeyi olarak kullanilan dogal zeolitin izleyici maddeler kullaniimasi ile
yapisinda meydana gelen kimyasal degisiklik deneysel olarak belirlenmeye
calisilmistir. Bundan sonraki bolimde zeolit yuzeyinde biyofilm gelisimi ve

zeolit yizeyinde meydana gelen kimyasal degisim anlatilacaktir.

6.3.2 Zeolit Uzerinde Olusan Biyofilm’in incelenmesi

Dogal zeolit ylzeyinde, biyofilm gelisip gelismedigini belirlemek igin kolon
reaktor 9 ay sonra acildiginda alinan zeolit 6rnegi Uzerinde elektron taramali
x-ray spektrofotometre kimyasal karakterizasyonu yapilmistir. Biyofilm
gelisen zeolit ornegi ile karsilastirma yapabilmek igin ayni anda dogal zeolit
ornegi ve kolondan cikarilan ve (izerinde biyofilm bulunan zeolitin 550°C de
yakilmasindan sonra elde edilen zeolitinde elektron taramali x-ray
spektrofotometre  kimyasal  karakterizasyonu  yapilmistir.  Kimyasal
karakterizasyon belirlenmesinde dogal zaolitte bulunan Al*®, Si*?, Fe*? K,
Ca*?, Na*, Mg*? elementleri ile mikroorganizmanin yapisinda bulunan N, P ve
S analizi yapilmistir. SEM icin hazirlanan érnekler karbon ile kaplandigi igin

bu yontem ile karbon analizi yapilmasi mumkun degildir.

Sekil 6.49'da dogal zeolitin SEM gortntist ve B, C, D’de ise zeolit drnegi
yilizeyinde 3 farkl noktada elektron taramali x-ray spektrofotometre ile Al*3,
Si*?, Fe™, K' Ca™ Na', Mg* elementlerinin kimyasal karakterizasyonu

sonugclarini gosteren grafikler verilmektedir. Cizelge 6.12’de dogal zeolit icin
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yapilan elektron taramali x-ray spektrofotometre sonuglarinda dogal zeolitte
%0,06 Na,O, %0,83 MgO, %12,62 Al,O3, % 80,36 SiO,, %2,62 K,0 ve %3,5
CaO oldugu belirlenmistir.

L L )

i i

1 ll A .‘,MLJm e

Sekil 6.49. Dogal zeolitin A) SEM goérintisu, B,C,D) Elektron taramali X-ray
spektrofotometresi kimyasal karakterizasyonu.

Sekil 6.50.°da tamamen yanmis zeolitin SEM analizleri yer almaktadir.
Cizelge 6.12.de biyofilm kapli dogal zeolitin 550°C’de yakilmasi ile
hazirlanan 6rnege ait elektron taramali x-ray spektrofotometre sonuclari
verilmektedir. Dogal zeolit sonuclari ile karsilastinildiginda; Na,O dogal
zeolitte %0,06 oraninda bulunurken, biyofilm kapli zeolit 550°C’de yakildiktan
sonra %0,03 inmis, MgO %0,83’'den yanma sonrasi %0,05’'e inmis,
Al,Oz’daki dedisim %12,62’den %12,08’e, SiO,'de ise %80,36’dan %75,17’e,
KO %2,62'den %3,66’e cikmis ve CaO dogal zeolitte %3,5 iken, yanma
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sonras! %2,73 azalmistir. Dogal zeolit (klinoptilolit) 750°C’ye kadar yapisini
koruyabildigi bilinmektedir (Giindogdu vd, 1991) bu nedenle 550°C’de
yapisinda bir degisiklik beklenmemektedir ve bazi gozlenen farklarin kolon

reaktorde biyofilm olusumu ve biyolojik aktivite ile baglantili oldugu seklinde

yorumlanabilir.

A, . Db,
: 4 : J 7 : i 0 ) 1 H 3 :

Sekil 6.50. Kolon reaktérde zeolit yiizeyinde gelisen biyofilm 550°C’de
yanmasl sonucu A) SEM gorintisit B,C,D) elektron Taramali X-
ray spektrofotometresi kimyasal karakterizasyonu.

Sekil 6.51.de kolon reaktérde, zeolit yluzeyinde gelisen biyofiimin SEM
goérintisu ve B,C,D ise zeolit 6rnedi ylzeyinde 3 farkl noktada elektron
taramall x-ray spektrofotometre Al, Si, Fe, K, Ca, Na, Mg, P, Fe, S, N

elementlerine bakilarak kimyasal karakterizasyonu grafikleri verilmektedir.
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Sekil 6.51. Kolon reaktdérde zeolit ylzeyinde gelisen biyofim A)SEM
goérintisu B,C,D) Elektron taramali X-ray spektrofotometresi
kimyasal karakterizasyonu.

Biyofilm kapli dogal zeolitin kimyasal karakterizasyon sonuglari, Cizelge
6.21.'de verilmektedir. Biyofilm olusumuna karar vermek igin fosfor azot,
demir ve kikurt iyonlarina bakildiginda, dogal zeolitte ve biyofilm kapl dogal
zeolitin 550°C’de yanmasindan sonra elemental analizi yapildiginda, bu
iyonlarin belirlenemedigini goriyoruz. Bu sonug¢ zeolit yuzeyinde biyobariyer

olusumu dogrulamaktadir.
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Cizelge 6.21. Dogal zeolit, kolon reaktorde zeolit yizeyinde olusan biyofilm
ve kolon reaktdrde zeolit yiizeyinde olusan biyofilmin 550°C’de
yakilmasindan sonra yapilan elektron taramal  x-ray
spektroskopisi kimyasal karakterizayonu

Ornek Bilesik Adi (%)
Na,O | MgO |Al,03| SiO,| K,0| CaO | PO,| Fe,03| N,O| SO;z| CI
Dogal Zealit-1 0,16 | 0,89 | 11,96 | 80,24 | 3,03 | 3,70
Dogal Zealit-2 0,00 | 0,68 | 12,07 (80,52 | 3,00 | 3,73
Dogal Zealit-3 0,03 | 0,92 |13,84|80,33|1,83 | 3,07
Dogal zeolit
ortalama 0,06 | 0,83 |12,62|80,36| 2,62 | 3,50
Biyofilm -1 2,93 | 0,90 |11,85|57,37|1,38| 3,15 (8,69 | 536 |8,01| 0,38 | 0,00
Biyofilm-2 3,64 | 0,91 |10,86|57,14| 0,98 | 3,80 | 10,7 | 3,30 | 7,78 | 0,82 | 0,00
8
Biyofilm -3 2,63 | 0,53 |10,83|59,19|1,08 | 4,64 |12,2| 3,75 |4,79| 0,26 | 0,00
9
Biyofilm - 3,06 | 0,78 |11,18|57,90|1,15| 3,86 | 10,5| 4,14 | 6,86 | 0,49 | 0,00
ortalama 9
550°C’den 0,00 | 0,07 |12,70|75,14| 3,51 | 2,61 5,97
sonra biyofilm
zeolit-1
550°C’den 0,00 | 0,07 | 11,14 74,96 | 3,39 | 2,59 7,85
sonra biyofilm
zeolit-2
550°C’den 0,08 | 0,00 |12,39|75,39|4,09 | 2,99 5,05
sonra biyofilm
zeolit-3
550°C’den
sonra biyofilm
zeolit ortalama | 0,03 | 0,05 |12,08|75,17|3,66 |2,73 6,29

Cizelge 6.21.’de dogal zeolit, biyofilm kapli zeolit ve 550°C’de zeolitin
yakilmasindan sonra bilesiklerdeki ylUzde degisim farklihgi verilmektedir.
Yuzde degisimlerin anlamhligini belilemek amaci ile Cizelge 6.21 verilen
sonuglarin  istatistiksel  degerlendiriimesi  Anova analizi  yapilarak
degerlendiriimistir. Analiz sonucunda, dogal zeolit, biyofilm kapli zeolit ve
550°C’de zeolitin yakilmasindan sonra Na,O, MgO, SiO,, K,O ve CaO
bilesiklerinde istatistiksel olarak fark oldugu sonucu ¢ikmistir. Al,O3 bilsiginde
istatistiksel olarak fark yoktur. istatistiksel analiz sonuclari, Bélim 6.3.2.1.'de

verilmektedir.

Literatlrde, ylzey uUzerinde SEM-EDS yéntemi kullanilarak biyofilm kimyasal

karakterizasyonuna yonelik caligmalar bulunmaktadir. Wallstrom ve Karlsson
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(2004), tarafindan yapilan ¢calismada yuksek voltaj yalitimda kullanilan silikon
lastik Gzerinde biyofilm gelisimini belirleyebilmek icin, silikon lastik kimyasal
yapisi ile, mikroorganizmanin yapisinda bulunan Fe, Mn, K, Al, Na, Mg ve S
elementlerine SEM-EDS’de bakarak biyofilm olusumuna karar vermislerdir.
Kropfl vd. (2003) tarafindan yapilan calismada polikarbonat maddeler
yuzeyinde biyofilm gelisimini toplam yansimal X-i1sin1 spektrofotometresinde
belirlemislerdir. Bunun i¢in mikroorganizmanin temel elementlerinden olan
Fe, Mn ve K bakmiglardir. Souza vd. (2005), tarafindan yapilan g¢alismada
siyanobakteri hicre duvarindaki magnezyum ve silika elementlerine EDS

yontemi ile bakmiglardir.

Biyobariyerin aktivasyonu icin, yas yontem kullanilarak hazirlanan kolon
reaktorlerden iki hacim mikroorganizma konsorsiyumu igeren solusyon
gegirilmig, ylzeye tutunmanin saglanmasi igin yirmidort saatlik bekleme
suresi uygulanmistir. Daha sonra ilk iz madde olgimd yapilmis ve
biyobariyer devreye alinmistir. Biyobariyer calismalari sirasinda doért adet
deney seti kullaniimistir. U¢ deney setinde soliisyon pH’si pH=7 olarak
kullanilmigtir. Bir deney setinde ilave karbon kaynagi olarak glikoz (4 mg/L)
kullanilmis ve pH=8,4 ayarlanmigtir. Bu reaktor literatirde belirtilen uygun
sartlarin biyobariyerde olusturuimasi durumunda nasil bir performansin

ortaya konacagini belirlemek igin yapiimistir.

Biyobariyerde endosulfan giderimi baslangigta o ve B izomerleri igin farkli ve
dislk (~%50) iken, giderim zamanla artmis ve besinci ay itibari ile 100%’e

ulagmistir.

Reaktorlerdeki baglangic ve deney suresinin sonunda gozlenen hidrolik
bekleme streleri (HRT) Cizelge 6.22.’de verilmektedir. Ortalama olarak 30
dakika olarak hesaplanan reaktorlerdeki HRT biyofilmin gelismesi ile
degisime ugramistir. Zaman iginde, biyofilmin gelismesi ile birlikte kolonlarda

kisa yol olusumlari, uzun geri ¢cekilme kuyruklari ve iz madde profilinde form
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bozukluklari gozlenmigtir. Reaktorlerin HRT’sinin  uzamasi gibi gorunen
zaman aslinda iz maddenin biyofilm icinde ve akisi engelenen bodlgelerde
gegirdigi zamanin bir yansimasidir. Reaktorlerin bu durumu asagida verilen

sekillerle de gosterilmektedir.

Cizelge 6.22. Reaktorlerledeki baglangic bekleme siireleri (iz Madde debileri)

1. Deney Seti 2. Deney Seti | 3. Deney Seti | 4. Deney Seti
iz madde ylkleme Sarekli Sirekli Anlik Anlik
metodu
Baslangi¢ Hidrolik 35,5 46 32 33
Bekleme  Suresi
(dakika)

Deney Sonu 55 55 52 48
Hidrolik Bekleme
Suresi (dakika)

Kisa yol ve 6lu bodlge olusumlarini daha kolay gosterdigi igin ikinci grup

deneylerde reaktorlere anlik iz madde yuklemeleri yapilmistir.

Biyobariyer reaktoérlerinde kullanilan ¢ozeltideki endosulfan konsantrasyonu
100ug/L’dir. pH’s1 ayarlanan ve glikoz eklenen reaktorde gortlen endosulfan
giderimi, sadece besi maddeleri iceren ve pH’si pH=7 olan reaktére goére
daha iyi giderim gostermistir, ancak baslangigta gorilen bu fark zaman iginde
ortadan kalkmistir (Cizelge 6.23). Glikoz ve pH ayarlamasi ile calisan
reaktorde daha etkili gozenek tikanmalari gorulmagtur. Duzenleme
yapilmayan kolon reaktorde baslangigta cok disik a-endosulfan giderimi
elde edilmesi (%19), mikroorganizmalarin o6ncelikle B-endosulfani
parcaladiklarini géstermektedir. Glikozun varliginda endosulfan izomerlerinin
giderimi sirasinda bir fark gorilmemistir. Glikoz igceren ve pH’si ayarli
biyobariyerlerde ilk aylarda goérilen endosulfan giderim farki  yaklasik
%10’dur. Bu sonugclara gére endosulfan aritimi igin hazirlanan biyobariyerlere
glikoz eklenmesi ve pH degerinin 8lere ayarlanmasi ¢ok bulyuk bir fark
yaratmamaktadir. Ozellikle de bu farkin sadece biyofilmin olgunlagsmasi
surecininde gorulmesi nedeni ile pH duzenlemesinden ve glikoz
eklenmesinin yapilmamasina karar verilmigtir. Bu gercek uygulamalarda da

dikkate alinabilecek ve ekonomik faydalar saglayabilecek bir g&zlemdir.
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Kolon reaktor endosulfan giderimi grafigi, Sekil 6.52.de ve fotograf gortntisu

Sekil 6.53.’de verilmektedir.

Cizelge 6.23. Set 1-birinci kolon i¢in endosulfan giderimi.

a- endo B-endo | ) endo
Reaktor 1'de % | 18,9 92,2 87,5
Endosulfan Giderimi*
Reaktor 2'de 93,3 98,6 98,2
Endosulfan Giderim**

* Endosulfan+mineral besi ortami ile sirekli besleme

** Endosulfan+ 4 mg/L glikoz+ pH=8,3+mineral besi ortami ile stirekli besleme

100,0 -
90,0 +
80,0 -
70,0 -
60,0 -
50,0 ~
40,0 -
30,0 ~
20,0 -
10,0 -

0,0 -

H a- endo

H B-endo

Endosulfan Giderim

i Y endo

Birinci Kolon ikinci Kolon

Kolon

Sekil 6.52. Dolgulu kolonlari igin % endosulfan giderim sonuglari (ikinci kolon

glikoz ile desteklenen ve pH=8,3 olan reaktdr sonugclarini

gOstermektedir.)
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Sekil 6.53. Set -1 Birinci ve ikinci dolgulu kolonlarin fotograf gé’)ri]ntijs.

Deney calismalarinin sonunda, pH’siI dizenlenmis ve karbon kaynagi olarak
glikoz kullaniimig reaktér ve normal sartlarda kullanilan biyobariyer kolonu
icinde yeralan zeolit alti pargaya ayriimis ve zeolit Uzerinde biriken
mikroorganizma miktari toplam organik madde (TOM) olarak belirlenmistir
(Sekil 6.56). Her iki reaktorden elde edilen TOM miktari sonuglari biyobariyer
derinligine gore grafige yerlestirildiginde reaktorlerde genel olarak homojen
bir organik kutle dagihmi goriimektedir. Bu gbzlem biyobariyer boyunca
homojen olarak yayilmis biyofilm olusumunu goéstermektedir (Sekil 6.54).
Glikoz destekli biyobariyerde olusan biyofilm kitlesi 28 gram civarindadir.
Normal kosullarda isletilen reaktdérde 22 gram biyofilm kitleri gézlenmigtir.
Sonug olarak, glikoz destekli Yerinde Biyolojik Iyilestirme (YBI) biyobariyerde
%20 civarinda daha fazla biyofilm birikmesine neden olmaktadir. Bariyerin
uzun omarltlugu agisindan bu birikim tercih edilmeyen bir sonugtur. Ayrica
her bir kolon reaktorin elektron mikroskopta c¢ekilen resmi, Ek-8.'de

verilmektedir.

Glikoz ile desteklenen biyobariyerde en yogun biyofilm olusumu reaktor
girisinde, ilk bes santimetre derinlikte (0-5 cm) gdzlenmigtir (Sekil 6.55).
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Biyofilmin biyobariyer boyunca azaldigi gorulmektedir. Her hangi bir katkinin
kullanilmadigr ve normal sartlarda c¢alisan reaktdor olarak tanimlanan
biyobariyerde ise mikrobiyal birikim reaktor ¢ikisinda olusmustur (25-30 cm).
Endosulfanin zor pargalanmasinin bir gostergesi olan bu dagilim aslinda

bariyerin derinlemesine kullanimina da imkan vermektedir.

5 1 .
45 Akis Yonu R
4 -
—~ 3,5 1
2 25 -
5 2
F 15
1 -
0,5 -
0
10-15 15-20 20-25 25-30
Derinlik (cm)

Sekil 6.54. Normal sartlarda endosulfan giderimi yapilan biyobariyerlede
belirlenen biyofilm kitlesi dagilimi.
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Sekil 6.55. Glikoz eklenerek ve pH kontrolli kullanilan biyobariyerde biyofilm
kutle dagihmi.
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IIk deney grubunu olusturan kolon reaktérlerden elde edilen sonuglar
degerlendirildikten sonra ikinci set olarak tanimlanan biyobariyer
reaktorlerinde daha uzun sdreli galistinlan reaktorlerde  glikoz

kullanilmamigtir ve besi ortaminda pH ayarlamasi pH=7 olarak yapiimistir.

Sekil 6.56. ikinci grup calismada kullanilan biyobariyerlerin kaplanmadan

onceki goruntuleri.

ikinci grupta yeralan biyobariyerler ayni kaynaktan beslenmislerdir. Deneyler
5 ay devam etmistir. Reaktorler calismaya bagladiktan bir ay sonra %45 olan
endosulfan giderimi %80 civarina yukselmis ve deney slresinin sonunda
endosulfan sentetik yeralti suyundan tamamen giderilmistir. Deney sonunda
bariyerde onemli bir ttkanma gozlenmemistir. Her iki reaktorde elde edilen

endosulfan giderim sonugclari grafik olarak, Sekil 6.57°de verilmigtir.
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Sekil 6.57. ikince sette paralel olarak calistirilan biyobariyerlerde elde edilen

endosulfan giderim sonuglari (%).

ikinci set deney sonunda her iki reaktérdeki biyofilm kitleleri belirlendiginde
biyokutle miktarlarinin esit oldugu goérulmustir (Birinci reaktdrde 21 g ve
ikinci reaktorde 21,2 g). Bu sette elde edilen biyokltle miktari daha 6nce
“‘dogal kosullarda” calistirilan reaktorde olusan biyokutle miktari (22,7 g) ile
de uyumludur. Her iki reaktorde de biyokulte birikimi reaktoér c¢ikisina yakin
bdlgelerde gerceklesmistir (Sekil 6.58, Sekil 6.59). Ayrica her bir kolon

reaktorin elektron mikroskopta gekilen resmi, Ek-9.’de verilmektedir.
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Sekil 6.58.Set-2 birinci kolon reaktdrde derinlige bagli olarak biyofilm geligimi.
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Sekil 6.59.Set-2 ikinci kolon reaktdrde derinlige bagh olarak biyofilm geligimi.

6.3.2.1 istatistiksel Degerlendirme
Dogal zeolit Uzerinde biyofilm gelisimini belirlemek i¢in dogdal zeolit Gzerindeki

bilesimlerin degisimine bakilmistir. Bu degisimler Bolum 6.3.2.de
anlatilmigtir. Analiz sonucu edilen bilesiklerin bazilari (PO4, Fe,O3, SO; ve
Cl) biyofilmden dolayi dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan sonra elde edilen
zeolit yuzeyinde belirlenemediginden bu bilesiklerin istatistiksel analizi
yapilamamistir. istatistiksel olarak &lgimler arasinda fark olup olmadigini
belirlemek i¢in Anova analizi yapiimistir. Na,O, MgO, Al,O3, SiO,, K,O ve
CaO bilesikleri icin istatistiksel analiz yapiimistir. Na,O icin Anova analizi
sonucu, Cizelge 6.24'de verilmektedir. Analiz sonucunda %95 guvenililik
araliginda p<0,05 olmasi istatistiksel olarak fark oldugunu gdstermektedir.
istatistiksel olarak hangi élgiim sonucunda fark oldugunu belirlemek icin
Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range Test) yapilmistir. Analiz sonucu,
Cizelge 6.25’de verilmektedir gore istatistiksel degerlendirme sonucunda
biyofilm kapl zeolitte Na,O bilesigi ile dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan
sonraki zeolitin kimyasal yapisinda degisiklik oldugunu géstermektedir. Dogal
zeolit ile 550°C’de yandiktan sonra zeolitin kimyasal yapisinda ise istatistiksel

olarak fark yoktur. Biyofilm kapli zeolit ile dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan
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sonraki zeolitin kimyasal yapisinda meydana gelen degisim, zeolitin
yuzeyinin biyofilm ile kaplanmasi veya NaCl ile izleyici test yapilmasindan
kaynaklanacag gibi, besi ortaminda Na® olmasindan dolayida bu bilesigin

zeolit yuzeyinde birikmesine neden olmus olabilir.

Cizelge 6.24. Na,O bilesigi icin anova hesabi.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 18,263 2 9,13148 98,40 0,0000

With in groups 0,5568 6 0,0928

Total (Corr.) 18,8198 8

Cizelge 6.25. Na,O bilesigi icin Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range
Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

YBZ 3 0,0266667 X

Dz 3 0,0633333 X

Bz 3 3,06667 X

Contrast Difference +/- Limits

BZ-DZ *3,00333 0,608622

BZ-YBZ *3,04 0,608622

DZ - YBZ 0,0366667 0,608622

* istatistiksel olarak datalar arasindaki farklihgi géstermektedir.DZ: Dogal zaolit, BZ:Uzerinde
biyofilm gelisen zeolit, YBZ: Uzerinde biyofilm gelisen zeolit 550°C’de yandiktan sonra

Al,O3 icin Anova analizi sonucu, Cizelge 6.26.’da verilmektedir. Analiz
sonucunda %95 guvenililik araliginda p<0,05 olmasi istatistiksel olarak fark
olmadigini gostermektedir. Al,O3; dogal zeolitin yapisinda vardir. Biyofilm

kapl zeolitte Al,O3 olmasi beklenmemektedir.
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Cizelge 6.26. Al,O3 bilesigi icin anova analizi.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 3,18607 2 1,59303 2,24 0,1875

With in groups 4,26433 6 0,710722

Total (Corr.) 7,4504 8

SiO, igin anova analizi sonucu, Cizelge 6.27.'da verilmektedir. Analiz
sonucunda %95 guvenililik arahginda p<0,05 olmasi istatistiksel olarak fark
oldugunu géstermektedir. istatistiksel olarak hangi él¢im sonucunda fark
oldugunu belirlemek igin Coklu Degisim Aralidi Testi (Multiple Range Test)

yapilmistir.  Analiz sonucu, Cizelge 6.27.’de verilmektedir. Cizelge 6.28.e
gore istatistiksel olarak degerlendirme sonucunda biyofilm kapli zeolitte SiO,
bilesigi ile dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan sonraki zeolitin kimyasal
yapisinda degisiklik oldugunu gdstermektedir. Dogal zeolit ile 550°C’de
yandiktan sonra zeolitin kimyasal yapisinda ise istatistiksel olarak fark yoktur.
Biyofilm kapli zeolit ile dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan sonraki zeolitin
kimyasal yapisinda meydana gelen degisim, zeolitin ylzeyinin biyofilm ile
kaplanmasi sonucu elektro manyetik sinyallerin biyofiimden dolayi zeolit

ylzeyine ulagsmamasindan dolayi oldugu dusunulmektedir.

Cizelge 6.27. SiO;bilesidi icin anova analizi.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 829,664 2 414,832 936,86 0,0000

With in groups 2,65673 6 0,442789

Total (Corr.) 832,321 8
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Cizelge 6.28. SiO; bilesigi icin Coklu Degisim Araligi Testi (Multiple Range
Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

YBZ 3 75,1633 X

DZ 3 80,3633 X

BZ 3 57,9 X

Contrast Difference +/- Limits

BZ-DZ *-22,4633 1,32945

BZ-YBZ *-17,2633 1,32945

DZ - YBZ *5,2 1,32945

* istatistiksel olarak datalar arasindaki farkhligi gdstermektedir. DZ: Dogal zeolit,
BZ:Uzerinde biyofilm gelisen zeolit ,YBZ: Uzerinde biyofilm gelisen zeolit 550°C’de yandiktan
sonra

K2O igin Anova analizi sonucu Cizelge 6.29.de verilmektedir. Analiz
sonucunda %95 guvenililik araliginda p<0,05 olmasi istatistiksel olarak fark
oldugunu géstermektedir. istatistiksel olarak hangi 6él¢im sonucunda fark
oldugunu belirlemek igin Coklu Degisim Arahgi Testi (Multiple Range Test)
yapilmistir. Analiz sonucu Cizelge 6.30.’de verilmektedir. Cizelge 6.30’e gore
istatistiksel degerlendirme sonucunda biyofilm kapli zeolitte K,O bilesigi ile
dogal zeolit ve 550°C’de yandiktan sonraki zeolitin kimyasal yapisinda
degisiklik oldugunu goéstermektedir. Bu fark biyofiimden dolayr oldugu

dusunulmektedir.

Cizelge 6.29. K0 bilesigi icin anova analizi.

Analysis of Variance

Source Sum of Df Mean Square F-Ratio P-Value
Squares

Between groups 9,59287 2 4,79643 22,08 0,0017

With in groups 1,30353 6 0,217256

Total (Corr.) 10,8964 8
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Cizelge 6.30. K0 bilesigi igin Coklu Degisim Arahgi Testi (Multiple Range
Tests) analizi.

Method: 95,0 percent LSD

Kesikli Reaktorler Count Mean Homogeneous
Groups

YBZ 3 1,14667 X

DZ 3 2,62 X

BZ 3 3,66333 X

Contrast Difference +/- Limits

BZ-DZ *-1,47333 0,931235

BZ-YBZ *-2,51667 0,931235

DZ - YBZ *-1,04333 0,931235

*

istatistiksel olarak datalar arasindaki farkhihdr goéstermektedir. DZ: Dogal zaolit,
BZ:Uzerinde biyofilm gelisen zeolit ,YBZ: Uzerinde biyofilm gelisen zeolit 550°C’de yandiktan
sonra

6.3.2.2 Endosulfan Giderimi Sirasinda Biyobariyerde Degisen
Hidrodinamik Kosullarin Degerlendirilmesi

Biyobariyerdeki hidrodinamik sartlar zeolit dolgu maddesinin ylzeylerine
biyofilm birikimi ile birlikte degismistir. Bu degisim aylik periyotlarda yapilan iz
madde testleri ile takip edilmistir. Biyobariyer tek yonli akis igin
tasarlanmistir ve laminar akis kosullari deneyler slresince degismemistir.
Laminar akis kosullari sistemin Reynolds Sayisi (Re) hesaplanarak kontrol
edilmistir. Sistemin Re sayisinin 1,85 olmasi Darcy kanunun deneyler

sirasinda gecerli oldugunu gostermektedir.

Re= D*V*p /p (1-¢) (6.5)

Burada; D 6zgin boyutu (cm), V akis hizini (cm/s), p akigskan yogunlunu

(g/ecm3) , p dinamik vizkosite (g/cm™s)’yi, ¢ porositeyi gostermektedir.

Kolon reaktorun isletim sartlari
V (Akis hizi)= 0,005 cm/s

D= 0,7 mm
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g dinamik vizkosite (g/cm*s)= 0,00891
Re=1,85

Biyofilmin  gdzenekli yapida gelisimi farkh  modeller kullanilarak
tanimlanmaktadir. Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlardan birisi 1991
yilinda Cunningam’in geligtirdigi ve go6zenekli yapidaki “etkin porosite”
degismini ile biyofilm gelismini iliskilendiren modeldir. Bu modelde sistemde
homojen biyofilm dagihmi oldugu ve gobzenekli ortamda biyofilm geligimi
laminar akis bolgesini daraltmakta, gézenek iginde akiskan daha uzun sure
kalmaktadir. Sisteme iki asamali akis olarak yansiyan bu degisim iz madde
ile yapilan takiplerde uzun geri g¢ekilme kuyruklari olarak yansimaktadir
(Cunningham vd, 1991).

Cunningahm’in gelistirdigi modele ait denklemler agagida denklem 6.6 ve

6.7’de verilmektedir.
v=-K dh/dl (Darcy Kanunu) (6.6)

Burada,

v=Akis hizi,

k= hidrolik iletkenlik,
dh/dl = Hidrolik egim,

a= Kv/g (Ortam Porozitesi) (6.7)

Biyobariyer sisteminin iz madde ¢alismalari sirasinda Cunningham yaklagimi
kullanilarak biyofilm olusmadan dnce hesaplanan yik kaybi 0,1 cm’dir. Bu
yuk kaybi biyofilm olusumu ile birlikte %5’e varan gbézenek tikanmalari ile
birlikte 0,97 cm’e kadar ¢ikmaktadir. Model kullanilarak yapilan hesaplar

asagida Cizelge 6.31’de verilmistir.
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Cizelge 6.31. Biyobariyer porositesinde gorulen azalmanin sistemdeki yuk
kaybina olan etkisi

Porositedeki azalma (%) 0 1 2 3 4
Etkin Porosite (-) 0,48 (0,46 |0,41 |0,36 |0,29
Akig sirasindaki yuk kaybi 0,1 0,24 0,23 |04 0,97
(cm)

Endosulfan giderimi sirasinda olusacagi belirlenen etkin gdozenek tikanmasi,
iz madde calismalan sirasinda kullanilan debiler kullanilirsa, sisteme 3,24
cm’lik bir yik kaybi getirmektedir. Bu ylUk kaybi, biyobariyerin normal akig
sartlarinda (3,04x10* cms™) ve %90 varan porozite tikanmalarinda 4,7x107

cm olarak hesaplanmistir.

Cizelge 6.32. Kolon reaktorin hidrodinamik kosullari

Akis hizi (cm/sn) =23ml/4560s 0,005
Ozgiil Debi (cm/sn)= Q/A= -Kdh/dl 7,5.10°
Kolon i¢ ¢api= 4,6 cm 4,6
A=(cm?) 16,61
g (yercekimi kuvveti) m s 9,81
a(porosity) 0,54
n (kinematik vizkozite) m? /s (1.004x10°) 0,001
NR (G6zenekli ortam reynolds sayisi) 1,85
g =Sekil faktort (genellikle 1) 1

f (g6zenekli ortam sekil faktor() 4225
hl =yUk kaybi (m) 0,003
d (mm) (diameter of media patrticles)(zeolit) 700
L (Kolon Boyu) 33cm

Porozitede gorllen degisim (azalma) modele yerlestirildiginde, sistemde
artan yuk kayiplari hesaplanabilmektedir. Bu hesap sonugclari; Sekil 6.60 ve

Sekil 6.61'de grafik olarak gosteriimektedir.
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Sekil 6.60. Kolon 1 igin yuk kaybi grafigi.
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Sekil 6.61. Kolon 2 igin yuk kaybi grafigi.

Bu sonuglar agsagidaki genel taginim denklemine de aktarilabilir. Denklemin

¢6zUmunU zorlastiran biyofilm gelismesine bagli degisen goézeneklilikteki
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degiskenliktir. Biyofilm modellemesi igin farkli yaklagimlar ortaya konmasina
ragmen henlz yaygin olarak kabul goéren bir denklem (zerinde

bulunmamistir.

Tagsinim denklemi, difuzyon, adveksiyon, tutuklanma ve reaksiyon

proseslerini igerecek sekilde tek boyutlu yazilir ise;

oc _ p 9% _ ,9C _BadcC' _ (d_C)
ot~ “Laxz  Xox ¢ ot dt ) rxn
Burada:

C: Endosulfan konsantrasyonunu
C*: Yuzeyde birikim

DL: Dispersiyon katsayisini

Vx: Yeralti suyu ortalama akis hizini
Bd: Dolgu malzemesi yogunlugunu
@: Gozeneklilik

Denklemin sad vyarisindaki ilk terim dispersiyondan, ikinci terim
adveksiyondan kaynaklanan tasinimi, tGglncu terim yuzeyde tutuklanma ve
dordinctu terim de reaksiyon sonucu giderilen endosilfanin, toplam
endosilfan konsantrasyonunun zamana bagl degisimini ifade etmektedir. Bu
tez calismasinda elde dilen veriler; efektif porozitedeki degisme, ortalama su
hizi, reaksiyon kinetikleri yuzeye tutuklanma mekanizmalari tam olarak
tanimlandiktan sonra asagida genel hali verilmis olan kutle tasinim

denklemlerinin olusturulmasinda ve ¢oézulmesinde kullanilabilir.
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7. GENEL SONUGCLAR ve ONERILER

Endosulfan, yeralti suyu ve toprak ekolojilerinde kalici kirlilik yaratmaktadir.
Yayih kirlilik ancak dogal mikrorganizma gruplar ile yerinde kontrol edilebilir
veya aritilabilir. Tez galismasi sonunda elde edilen bir dizi sonu¢ asagida

Ozetlenmigtir.

1. Endosulfan kirleticisinin kullaniimadidi topraklardan g tir bakteri izole
edilmigtir. Bakteri kulturi elde etmek icin kultir zenginlestirme teknigi
uygulanarak, farkli tarimsal uygulamalarin  yapildigi topraklar
kullanilmigtir.  KUltir  zenginlestirme teknigi c¢alismasi sonucunda
Uzerinde cay yetistirilen tarim topragindan karisik bakteri tlra elde
edilmistir. Elde edilen bakteri kdltdrlerinin izolasyonu yapilara ug¢ tar

bakteri elde edilmistir. Calismalar karisik bakteri tart olarak galigiimigtir.

2. Bakteri kultlrlerinin PCR teknigi kullanilarak tanimlamasi yapilmistir.
Tanimlama sonucunda, toprakta, temiz su ve deniz suyu gevresinde
bulunan Sphingomonas yanoikuyae Q1, dogal ¢evrede yaygin olarak
bulunan ve toprak, toz, temiz su, gél sedimentinden izole edilebilen
Methylobacterium rhodesianum ve Afipia Genosp tlrleri elde edilmigtir.
Bakteri tarlerinin G¢l de gram negatif bakterilerdir. Bu bakteriler ile

literatlrde, pestisit ve endosulfan giderimi ile ilgili calisma yapiimamistir.

3. Bakteri tlrlerinin pek c¢ogu, tek sulfir kaynadi olarak endosulfani
kullanmakta, endosulfan ve izomerlerini metabolitlere
parcalayabilmektedir (Katayama ve Matsumura 1993; Mukherjee ve
Gopal 1994; Kullman ve Matsumura 1996). Calismada bakterilerin
endosulfani stlfir kaynagi olarak kullanmasi ve endosulfanin toksik bir
parcalanma orani olan endosulfan silfat olusumunu engellemek igin
sulfirsiz mineral besi ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu sekilde bakterilerin

endosulfan sulfat pargalanma urtind olusturmadigi dastntlmektedir.
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. Bakteri turlerinin endosulfanin pargalanma kinetikleri belirlenebilmesi igin,
kesikli deneyler yapiimistir. Calismalarda, izole edilen bakteriler karisik
kultdr olarak kullaniimistir. Endosulfanin biyolojik parcalanmasi igin
fotodegradasyon, pH ve ek karbon kaynagi etkisi arastiriimistir.
Calismalar  sonucunda, fotodegradasyonun alfa  endosulfanin
parcalanmasi Uzerinde %8, beta endosulfanin pargalanmasi %14,

toplam endosulfanin pargalanmasinda %12 etkisi oldugu hesaplanmistir.

. Endosulfan pargalanmasinin alkali kosullarda, daha verimli oldugu ve ek
karbon kaynagi olarak kullanilan glikozun endosulfanin pargalanmasina
etkisi olmadigi  sonucuna  varilmistir.  Glikozun  endosulfan
parcalanmasinda etkili olmamasinin nedeni olarak mikroorganizmalarin

oncelikle glikozu karbon kaynagi olarak kullanmasindan dolayidir.

. Karisik mikroorganizma kulttrintn, endosulfanin alfa beta izomerini esit

derecede parcalayabildigi belirlenmisgtir.

. Dolgulu kolon reaktér de, mikroorganizmanin tutunma ylzeyi olarak
kullanilan Manisa (Gordes) yoéresi dodal zeoliti kullanilarak biyobariyer
olusturulmustur. Kolon reaktérde, endosulfan kirleticinin oldugu mineral
pH=6,5%£2 besi ile caligmalar yapilmistir. pH=8,4 alkali degerinde ek
karbon kaynagi olarak glikoz kullanilarak biyobariyer olusturulmus
endosulfan giderim verimi belirlenmistir. Biobariyer ¢alismasi soucunda 7
ay sonunda endosulfanin her iki izomerininde % 100 oraninda
parcalandidi belirlenmistir. Zeolitin etkin bir biyobariyer malzemesi

oldugu gosterilmigtir.

. Zeolit Uzerinde olusan biyobariyerin kimyasal karakterizasyonu elektron
taramali x-Ray spektrofotmetresinde gdsterilmistir. Bu amacla, dogal
zeolit, kolon reaktdrde biyofilm gelisen zeolit ve biyofilm gelisen zeolitin
550°C'de  yakilmasindan sonraki elektron taramall x-Ray

spektrofotmetresinde kimyasal karakterizasyon sonuclarina bakilmistir.
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1)

2)
3)

4)

Biyofilm olugsumuna karar vermek igin fosfor azot, demir ve kukurt
iyonlarina bakildiginda, dogal zeolitte ve biyofilm kapli dogal zeolitin
550°C’de yanmasindan sonra elemental analizi yapildiginda, bu iyonlarin
belirlenemedigini goérlyoruz. Bu sonu¢ zeolit yuzeyinde biyobariyer

olusumu dogruladigi sonucunu vermektedir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen sonuglarin daha ileri seviyelere

goturilebilmesi igin asagidaki dneriler sunulmaktadir.

Topraktan izole edilen Sphingomonas yanoikuyae Q1, Methylobacterium
rhodesianum ve Afipia Genosp turlerinin  enzimatik 6zelliklerinin
belirlenmesi

Endosulfanin biyolojik pargalanma mekanizmasinin arastiriimasi
Biyobariyer olusumu sonucunda zeolit yuzeyindeki degisimin
belirlenmesi

Uzun sulreli c¢alismalarda biyofilmin  dayaniklihgi, biyobariyerin

performansi degerlendiriimelidir.
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EKLER

Ek.1. Endosulfan Analizi igin Kullanilan Kalibrasyon Tablosu
Deneysel galismalarda, endosulfanin alfa ve beta izomeri igin kullanilan

kalibrasyon tablosu Cizelge Ek.1.'de verilmektedir.

Cizelge Ek. 1. Endosulfan alfa ve beta izomeri igin kullanilan kalibrasyon
tablosu

i RT Signal Compound Lyl krogramdul] frea Rsp.Factor Ref 1STD #

J4MECD14 | s d 10000 32071000 1.0861e3] No | Mo

20000 2B32000]  1.104Be-3

S0000) AEB3000| 126033

o000 SE3R0000| 128533

0000 77R77000)  1.2574e-3

2| 3S{ECDTA [bela 10000 2533500 3372-3] No | Mo

20000 B21A00| 4Bl

BO000)  1470000) 435303

i) 1707a000)  4.33a0e-d

— o)l — e |

100000 23764000)  4.204%e-3
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Ek 2. Klinoptilolitin Elek Analizi

Adsorbent olarak kullanilan Manisa-Gordes yoresi klinoptiloliti eleklerde

elendi. Deney toplam 500 gram zeolit Uzerinden yapilmistir. Klinoptilolitin

elek analizi sonuglari, Cizelge Ek.2’de, klinoptilolitin dane ¢api, Sekil Ek.1°de,

klinoptiolitin elek analiz sonuglarinin dane boyu dagihm edrisi Sekil Ek 2.’de

verilmektedir.

Cizelge Ek. 2. Klinoptilolitin elek analizi sonuglari.

Elek no Elek g6z Elekte kalan Elekte Toplam Toplam
acikhgi(mm) [agirlik(yigisimh) [ kalan gegen gecgen
(gram) agirhk agirhk(gr) | yuzde(%)
(%)
#20 0,85 2229 44,58 277,1 55,42
#40 0,425 243,07 48,614 34,03 6,806
#60 0,25 19,6 3,92 14,43 2,886
#140 0,16 5,16 1,032 9,27 1,854
#200 0,075 8,15 1,63 1,12 0,224
Tava 1,12 0,224 0
TOPLAM 500 100
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Sekil Ek. 1. Klinoptilolitin dane ¢api dagihm grafigi.

Cla [ Silt Sand flour l Sand Gravel
I Fine I Coarse l Fine l Medium l Coarse Fine ] Coarse
ma,ﬂ.oal , Q01 74001 3 I 1.0 10 l %..7:.
95 T T ’
90 10
o5 "5
80 20
73 25
% ﬁ a0
s » v
60 40 £
s5 “« 2
50 50 €
% 5 X
40 60 ?
s s 1
30 70 8
75 » X
20 80
s ”"
10 90
s 9”5
U"QM : 3 R [ 3 *hn 00%
diometer tug’h esive —*L- Granu l"aor = il
= Tac0s Plotted by:
Sample Moisture content in 25%water dispersion| NaF amorphous test Spec. surface [Sediment vollIndex
K0 % / boiled I‘I\hure m‘h);u" boiled ml9 cm’ pares
]

Sekil Ek. 2.. Klinoptilolitin elek analizi sonucu tane boyu dagilim egrisi.
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Ek 3. Bakteri Tanimlamasi PCR Testi Sonuglari

1)“Pembe” ornek dizi| 1392bp

TGCAAGTCGAACGGGCTTCTTCGGAAGTCAGTGGCAGACGGGTGAGTAACACGTG
GGAACGTGCCCTTCGGTTCGGAATAACTCAGGGAAACTTGAGCTAATACCGGATAC
GCCCTTTTGGGGAAAGGTTGACTGCCGAAGGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTTG
TTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGA
TCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAA
GGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTTGTCCGGGACGATAATGACGGTACCGGAAGAA
TAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGT
TGCTCGGAATCACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCGATTAAGTCGGGGGT
GAAAGCCTGTGGCTCAACCACAGAATTGCCTTCGATACTGGTTGGCTTGAGACCGG
AAGAGGACAGCGGAACTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCCGGTTCTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG
TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCC
AGCCGTTGGCCTGCTTGCAGGTCAGTGGCGCCGCTAACGCATTTAAGCATTCCGCT
TGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAA
GCGGTGGAGCATGTGGTTTCATTCGAAGCCACGCGCAGAACCTTACCATCCCTTGA
CATGGCATGTTACCCCGAGAGATCGGGGATCCTCTTCGGAGGCGTGCACACAGGT
GCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCACGTCCTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGGGAGACTGC
CGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGTGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACG
GGATGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGAGGGACGCGAAACCGCGA
GGTTGAGCAAATCCCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGGGT
GCATGAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGCACGCCACGGTGAATACGTT
CCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTCTTACCCGACGG
CGCTGCGCCAACCGCAAGGAGGCAGGCGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGT
GAAAGTCGTAACA

2) “San” ornek dizi

TGCAAGTCGAACGAGATCTTCGGATCTAGTGGCGCACGGGTGCGTAACGCGTGGGAAT
CTGCCCTTGGGTTCGGAATAACTTCTGGAAACGGAAGCTAATACCGGATGATGACGTAA
GTCCAAAGATTTATCGCCCAAGGATGAGCCCGCGTAGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTA
AAGGCTCACCAAGGCGACGATCCTTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATATTGGACAATGG
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GCGAAAGCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCT
CTTTTACCCGGGATGATAATGACAGTACCGGGAGAATAAGCTCCGGCTAACTCCGTGC
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGAGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGC
GCACGTAGGCGGCTATTCAAGTCAGAGGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGAACTG
CCTTTGAAACTAGATAGCTTGAATCCAGGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGT
GAAATTCGTAGATATTCGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGACTGGTAT
TGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCAC
GCCGTAAACGATGATAACTAGCTGTCAGGGCACATGGTGTTTTGGTGGCGCAGCTAAC
GCATTAAGTTATCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCTGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTA
CCAACGTTTGACATCCCTATCGCGGATCGTGGAGACACTTTCCTTCAGTTCGGCTGGAT
AGGTGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCTTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGTACTCTAAAGGA
ACCGCCGGTGATAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTA
CGCGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGACTACAGTGGGCAGCCACCTCGCGAG
AGGGAGCTAATCTCCAAAAGTCGTCTCAGTTCGGATCGTTCTCTGCAACTCGAGAGCGT
GAAGGCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCAGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGATTCACTCGAAGGCGTTGAGCTA
ACCGTAAGGAGGCAGGCGACCACAGTGGGTTTAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA
GGT

3) “Beyaz” ornek dizi
CATGCAAGTCGAGCGGGCGTAGCAATACGTCAGCGGCAGACGGGTGAGTAACACGTG
GGAACGTACCTTTTGGTTCGGAACAACTGAGGGAAACTTCAGCTAATACCGGATAAGCC
CTAACGGGGAAAGATTTATCGCCGAAAGATCGGCCCGCGTCTGATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACA
CTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGAC
AATGGGGGCAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAGTGATGAAGGCCCTAGGGTTGTA
AAGCTCTTTTGTGCGGGAAGATAATGACGGTACCGCAAGAATAAGCCCCGGCTAACTTC
GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATCACTGGGCGT
AAAGGGTGCGTAGGCGGGTCTTTAAGTCAGGGGTGAAATCCTGGAGCTCAACTCCAGA
ACTGCCTTTGATACTGAGGATCTTGAGTCCGGAAGAGGTGAGTGGAACTGCGAGTGTA
GAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCC
GGTACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCaAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCTGTAAACGATGAATGCCAGCCGTtGGGGAGTTTACTCTTCAGTGGCGCAGTT
AACGCTTTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAAC
CTTACCAGCCCTTGACATCCCGGTCGCGGTTTCCAGAGATGGATTCCTTCAGTTCGGCT
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GGACCGGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCCGTCTTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAA
AGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGC
CCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGAGGGACGCAAAGGC
GCAAGCCTTCGCAAATCTCAAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGGGCTCTGCAACTCGA
GCCCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTC
CCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCTGAAGGCGGT
GCGCTAACCAGCAATGGAGGCAGCCGACCACGGTAGGGTCAGCGACTGGGGTGAAGT

CGTAACAAGG
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Ek 4. Bakteri Tiirlerinin Besi Yerinde Cekilmis Fotografi

Sekil Ek. 3. Methlobacterium rhodaseium a) Endosulfanli agar, b) Kanli
agarda olusturdugu koloniler.
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Sekil Ek. 4. Afipia Genosp a) Endosulfanli agar, b) Kanli agarda olusturdugu
koloniler.
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Sekil Ek. 5. Sphingomonas yanoikuyae Q1 a) Endosulfanli agar, b) Kanl
agarda olusturdugu koloniler.

187



Ek 5. Endosulfan Pargalanmasi ve Optik Yogunluk Grafigi

100

Endo (a, B, > endo) (ug/l)

Zaman (gun)

| —@—a-endo —A—B-endo —»— Y endo ---¢-- Optik Yogunluk |

Sekil Ek.6. Karanlk ortamda calisilan reaktor icin endosulfan (alfa, beta)

parcalanmasi ile optik yogunluk (600nm) grafigi.

100

Endo (alfa, beta) (ug/l

Zaman (gun)

0,012

0,01

0,008

0,006

0,004

0,002

Optik Yogunluk (600 nm)

\ —&— a- endo —&— B-endo —>— ) endo ---¢--- Optik Yogunluk (600nm)\

Sekil Ek. 7. Aydinlik ortamda calisilan Reaktor icin endo (alfa, beta)

parcalanmasi ile optik yogunluk (600nm) grafigi.
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Ek 6. Dogal zeolitin XRF ve XRD sonuglari

1) Rota Madencilik Tarafindan Yaptirilmisg Uriin Bilgisi

td

URUN BILGISI

GENEL BILGI

Kimyasal isim: Kalsiyum, Potasyum, Sodyum Aluminosilikat CAS No: 12173-10-3
Kimyasal Aile: Dogal Zeolitler EINECS No: 215-283-8
Kimyasal Ozel isim: Klinoptilolit

Kimyasal Formul: [CaKe Nao.Mg) sAlgS 05 24H,0

MINERAL iCERIK *

Klinoptilolit 88-95% Montmoerillonit 2-5% Muskovit 0-3%
Feldispat 3-5% Kristobalit 0-2%

* X Isinh Diffraksiyon Methodu kullanilarak Yan-Kantitafif bUtin kaya analizi {yiGin mineralojisi) yapilmighr.

KIMYASAL IGERIK **

Si0, 65-72% Fe,0; 08-19% MnO 0-0,08%
Al,O, 10-12% Mg0 09-12% LOI*** 9-12%

CaOl 25-37% Na,O 03-0.65%

KO 23-35% TiO, 0-01% Si0./AlILO;  54-6,0

** XRF Spekirometresi lle analiz edilmistir. *** Lass of Ignifion (Kizdirma Kaybi)

FIZIKSEL OZELLIKLER

Gorinim Fildisi Beyazi Yag Absorpsiyonu (ml/100g) 57 Cézinebilirlik Yok
Koku Yok Asinma (mg/100g) 87 Plastiklik Minor
Porozite 45-50% Tek nokta Yizey Alani 3% m'/g Yumusama 1150 °C
Sertlik 2 - 3 Mohs Mikropor Alani 11 mZ/g Erime 1300 °C
Camurlasma None Mezopor Alani 29 m%/g Yigin Yogunlugu 650 -850 kg / m®
Su Absorpsiyonu 42-50% Etkin Por Capi 4 angstrom  pH 7.0-8.0

KATYON DEGIiSTIRME KAPASITES| (CEC) T

Toplam CEC:
Ana Degistirilebilir Katyonlar

1.5- 1,9 mea/g

* Methylene Blue Chloride Mefodu

Rb, Li. K, Cs. NH4, Na, Ca, Ag. Cd, Pb, In, Ba, Sr, Cu, Hg, Mg, Fe. Co, Al, Cr.
(Yukandaki katyonlann seciciligi, gdreceli konsanfrasyonlann ve su ile birlesik [hidrate] molekil boyutunun bir fonksiyonudur.)

Secicilik

Cs™ > NH* > Pb™ > K" > Na™ > Ca® > Mg™ > Ba® > Cu™, In*"

Birincil Sogurvlan Gazlar

CO, CO2, 502, H25, NH3, HCHO, Ar, O2, N2, H20, He, H2, Kr, Xe, Ch20OH, Freonlar, Formaldehit.

Yukanda verilen bilgiler genel fikir vermek amacgh clup, Urinin do§as! geredi degisiklik g&sterebilier. Bilgiler Sneri seviyesinde olmakia birlikfe,

sonuglann kesinligi adina bir garanti sunulmamaktadir. Kullanimdan énce, misteri, Urinin vygunlugu ve efkinlidine karar vermekle yikimlidir.

Kullaricr elusabilecek risk ve sorumlulukian Ustlenir. Rota Madencilik yukanda belirfilen ézellikleri degistirme hakkina sahiptir.

Rota Madencilik Tanm Hayvancilik Pazarlama ve Nakliyat Dis Ticaret Anonim Sirketi
Totne Mehmet Efendi Cad. Tepe Apt. No: 118 D: 5 Géztepe / Istanbul / Turkdye
P: 0090 216 385 1600 F: 00 90 216 385 4297

hitp://www.retamadencilik.com/
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2. Dogal Zeolitin Maden Teknik Arama Laboratuvarinda yaptirilan XRF
ve XRD sonuglari

ENERJI VE TABII KAYNAKLAR BAKANLIGI
MADEN TETKiK VE ARAMA GENEL MUDURLUGU

Maden Analizleri ve Teknolojisi Dairesi Bagkanhg
Universiteler Mahallesi Dumlupmnar Bulvar: No : 139 06800 Cankaya/ANKARA

MTA
ANALIZ/ TEST RAPORU
ANALYSIS/TEST REPORT
Rapor No
bty R:::ro'l‘:(rihi
tegdald 14/05/2010
Miisterinin Ady Adresi : Ayla BILGIN
Customer Name/ Address Hacettepe Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii Beytepe / ANKARA
Proje Kodu : 20
Project Code
Numune Kayit No/ Tarih : 10-H-1953 / 10.05.2010
No. of receipt of sample / date
Numunenin Tanimi ve Cinsi : Zeolit
Identity and type of Sample
Analiz/ Testin Yapildig: Tarih : 14 /05/2010
Date Of Analysis/ Test
Raporun Sayfa Sayisi |
Number of pages of the Report
Acqiklamalar :Numune, 105°C’de kurutulmustur. Analiz, XRF cihazinda IQ+ (Standartsiz program )
Remarks programinda yapilmistir,

Analiz/ Test Sonuglar: (%)
Analysis/ Test Results

Numune No | Numune Isareti | o o | Moo | Lo, | si0, | P,0: | K,0 | Cao TiO; | MnO | Fe,0; | A.Za.

10-H-1953 Ayla Bilgin 0.5 1.2 11.5 | 709 | 0.1 2.1 2.8 0.1 0.1 1.2 | 945

i
%ﬂ’&t; L’j&g 4 »\r@*

Analiz/ Test Sorumlusu Birim ¥dneticisi \[ Koordinatsr
Person in charge of analysis/ test Supervisior of laboratory Head of laboratory
Yasemin OZDEMIR Dilara OZSUCA Sema ATLIHAN \{
Fizik Miihendisi )
Burapor 1 asil 1 kopyg olarak olup lab yazilt izni ol kismen de olsa kopyalanip gogaltilamaz. Imzasiz ve

rapor lir.Sonuglar sadece analiz/ testi yapilan numuneye aittir.
This repori, which is prepared as 1 original and 1 copy,shall not be reproduced, even partially, except whit the permission of the
laboratory.Report without signature and seal are not valid. Results are valid for only analysed/tested sample.

Tel:90 312201 10 00 Fax:90 312 287 54 09 Web sitesi: hitp:/Awww.mta gov. tr E-mail: mta@mtagov .tr
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T
ENERJI VE TABIl KAYNAKLAR BAKANLIGI
MADEN TETKIK VE ARAMA GENEL MUDURLUGU

Maden Analizleri ve Teknolojisi Dairesi Bagkanhgi A
0 iteler Mahallesi Dumlupinar Bulvan No: 139 06800 Cankaya/ANKARA
Rapor No
ANALIZ/TEST RAPORU 1yoy
ANALYSISTEST REPORT Rapor Tarih.i.

Sayfa 1/1 17/05/2010
Page 1 of 1
Miigterinin Adi/Adresi : AYLABILGIN
Custamer Naime/Address Hacettepe Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimii Beytepe-ANKARA
Proje Kodu 20
Project Code
Numune Kayit No/Tarih < 10-H 1953-10/05/2010
No. af receipt of sample/Daie
Analiz/Testin Yapildign Tarih  © 11/05/2010-17/05/2010
Date of Analysis/Test
Numunenin Tanimi ve Cinsi  : Zeolit
Identity and type of sample
Raporun Sayfa Sayis: |
Number af pages of the Report
Acgiklamalar
Remarks

Analiz/Test Sonuglart
Ancilysis Test Resuits

isareti agagida yazili 1 adet érnefin Cu X-i5in tilplii Rigaku DMAX III € XRD analiz cihazi ile 2-70° arasinda
gergeklestirilen XRD analiz sonucu:

10-H 1953 “Ayla Bilgin”
1. Klinoptilolit (ASTM No: 00-013-0304),
2. Feldispat grubu mineral,

3. Cok az simektit grubu kil minerali,
4, Amorf madde.

(ASTM No: ASTM Kart Numarasidir. Grup Minerallerinde ASTM kart numarasi verilememektedir.)

4
A
Analiz/Test Sorumlusu Miihiir Tarih’
FPerson in charge of analysistest Supervisior ."f labaratory Seal  Date

Dr. Mustafa ALBAYRAK Gokge GURTEKINY -
Jeoloji Yitksek Miihendist

Bu rapor 1 asil 1 kopya olarak hazirlanmg olup laboratuvann yazils izni olmadan kismen de olsa kopyalamp ¢ogaltlamaz, Imzasiz ve mihilrsitz rapor geersizdir.
Sonuglar sadece analiz/testi vapilan numuneye aittir.

This report, which is prepaved as | originel and 1 copy, shall not be reproduced, even partially, except with the permission of the laboratory. Report without
signarure and seal is wof valid, Resuirs are valid for only analyseditested sample.

Tel: 90 312 201 1000 Fax: 50312287 54 09 Web sitesi: hip:/www mta gov.ir E-mail: mta@mta, gov.tr
KYPRS5.102 RevMo/Tarih: 03/17 07 2009
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Ek 7. izleyici Test Grafikleri

ClCo

100 200 300 400 500 600 700 800 900

Zaman (dakika)

Sekil Ek. 8. (1g/L) NaCl ile yapilan toplam 10 set izleyici deney grafigi.
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Sekil Ek. 9.(1g/L) KCl ile yapilan toplam 7 set izleyici deney grafigi.
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C/Co

T T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (dakika)

Sekil Ek. 10. (1g/L) CaCl; ile yapilan toplam 4 set izleyici deney grafigi.
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Ek 8. SET 1. Birinci Kolon Reaktor Elektron Mikroskop Gor

ntileri
‘ﬂi'

Y Mag = 25.00 K X ; b Mag = 15.00 K X
e EHT = 25.00 kV _Signal A = SE1 sample ID = BOS e EHT = 25.00 kV _Signal A = SE1 Sample D = 1. Bolge

P P P — -,

U0nm’ Mag = 35.00 K X
H

O0nm’ Mag = 35.00 K X
|

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = 1. Bolge EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = 1. Bolge

Sekil Ek. 11. Kolon 1 igin 1. Bdlgeden alinan zeolit dérnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

>,

b Mag = 25.00 K X

Mag = 15.00 K X

EHT = 25.00 KV _Signal A= SE1 EHT = 25.00 KV Signal A = SE1 Sample ID = 2. Bolge

Mag = 25.00 KX g4t - 25.00 kv Signal A = SE1 Sample ID = 2. Bolge NG U EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 sample ID = 2. Bolge

Sekil EK. 12. Kolon 1 igin 2. Bolgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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o e -
N2

Mag= 25.00KX

HT=25.00kV Signal A= SE1 Sample ID = BOS Mag= 15.00KX  pur-2500kv Signal A=SE1 Sample ID = 3. Bolge

Mag = 25.00 KX o0 -
¢ EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = 3. Bolge o Mag = 35.00 K X EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = 3. Bolge

Sekil Ek. 13. Kolon 1 igin 3. Bdlgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

>

PN
A
N

Mag= 25.00K X Mag = 15.00 K X

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = 4, Bolge

Mag = 35.00 K X

EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = 4. Bolge i T Mag = 25.00 K X
—

EHT = 25.00 KV _ Signal A= SE1 Sample ID = 4. Bolge

Sekil Ek. 14. Kolon 1 icin 4. Bdlgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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i e, . .
y L e -
4 S g
B Mag = 25.00 K X ki Mag= 15.00KX  gyr-25.00kv Signal A =SE1 sample ID = 5. Bolge

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS

d

2 o = 35.00 K )
Mag = 25.00KX " gyr-25.00 kv Signal A= SE1 sample ID = 5. Bolge Mag = 35-00KX  euT=25.00kv_Signal A= SET Sarmipta 1D #:5; Bolgs

Sekil Ek. 15. Kolon 1 igin 5. Bdélgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

§

B . . 4 > |
o Mag= 25.00KX  £yr.25.00kv SignalA=SE1  Sample ID = BOS - Sample ID = 6. Bolge
.‘n \‘A' 5

e

7

\
[ Mag = 25.00 K X » P00 Mag = 35.00 K X i
EHT = 25.00 kV._Signal A= SE1 sample D = 6. Bolge S EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = 6. Bolge

Sekil Ek. 16. Kolon 1 igin 6. Bolgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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Ek 9. SET 2 ikinci Kolon Reaktdr Elektron Mikroskop Gériintiileri

a s~

Mag= 25.00KX  gyr.2500kv Signal A= SE1 Sample ID = BOS

& T

Sekil Ek. 17. Kolon 1 igin 1. Bdélgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

Sekil Ek. 18. Kolon 1 igin 2. Bolgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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Sekil Ek. 19. Kolon 1 igin 3. Bdlgeden alinan zeolit 6rnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

Mag = 25.00 K X um’ Mag = 15.00 K X
—

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = 4. Bolge

Mag = 35.00 K X

EHT = 25.00 kV _Signal A = SE1 Sample ID = 4. Bolge i T Mag = 25.00 K X
— EHT = 25.00 KV Signal A= SE1

Sample ID = 4. Bolge

Sekil Ek. 20. Kolon 1 igin 4. Bolgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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Mag = 25.00 K X

EHT = 25.00 kV Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 21. Kolon 1 igin 5. Bdélgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

Mag = 25.00KX gyt 2500k Signal A= SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 22. Kolon 1 igin 6. Bolgeden alinan zeolit 6rnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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pm Mag = 25.00 K X
——

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 23.Kolon 1 icin 1. Bélgeden alinan zeolit érnegdinin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu ¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm geligimi.

Mag = 23.00 K X EHT = 25.00 KV Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 24. Kolon 1 igin 3. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu g¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi
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pm Mag = 25.00 K X
——

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 25. Kolon 1 icin 6. Bélgeden alinan zeolit érneginin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu g¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Uzerinde biofilm geligimi

Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 26. Kolon 1 igin 1. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu ¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Gzerinde biofilm geligimi
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Mag= 25.00KX  gyr-25.00kV SignalA=SE1  Sample ID = BOS

Sekil Ek. 27. Kolon 1 icin 3. Bélgeden alinan zeolit drneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu gekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Uzerinde biofilm geligimi.

Mag= 25.00KX  gyr 25,00 kv Signal A= SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 28. Kolon 1 igin 6. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu ¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Uzerinde biofilm geligimi.
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! Mag = 25.00 K X
—

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 29. Kolon 2 igin 1. Bdlgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

o Mag= 25.00KX gyt o500k Signal A=SE1 Sample ID = BOS.

Sekil Ek. 30. Kolon 2 igin 2. Bdlgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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Sekil Ek. 31. Kolon 2 igin 3. Bdlgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

b Mag = 25.00 K X N
EHT = 25.00kV Signal A= SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 32. Kolon 2 igin 4. Bdlgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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/g

—

o Mag= 25.00KX  gyr.2500kv Signal A=SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 33. Kolon 2 igin 5. Bdlgeden alinan zeolit érnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.

E
/g

——

' Mag = 25.00 K X
EHT = 25.00 kV _Signal A =SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 34. Kolon 2 igin 6. Bolgeden alinan zeolit drnegindeki biofilm
gelisimi.a)bos zeolit,- b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi
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Mag = 25.00 K X

EHT = 25.00 kV  Signal A = SE1 Sample 1D = BOS

Sekil Ek. 35. Kolon 2 icin 1. Bélgeden alinan zeolit érneginin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu g¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm geligimi.

Sekil Ek. 36. Kolon 2 igin 3. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu g¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm gelisimi.
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" Mag = 25.00 K X

EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 37. Kolon 2 icin 6. Bélgeden alinan zeolit érneginin 105°C’de 24
saat bekletiimesi sonucu g¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,-
b,c,d) zeolit Gzerinde biofilm geligimi.

Mag = 25.00 KX gy 2 25.00 kv Signal A= SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 38. Kolon 2 igin 1. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu ¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Gzerinde biofilm geligimi

207



.

’) <

Mag= 25.00 KX

EHT = 25.00 kV _ Signal A = SE1 Sample ID = BOS

Sekil Ek. 39. Kolon 2 icin 3. Bélgeden alinan zeolit érneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu gekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Gzerinde biofilm gelisimi

Sekil Ek. 40. Kolon 2 igin 6. Bélgeden alinan zeolit 6rneginin 550°C’de 5 saat
yanmasi sonucu ¢ekilen SEM fotografi a)bos zeolit,- b,c,d)
zeolit Uzerinde biofilm geligimi
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